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RESUME

Dans ce travail, nous avons réalisé des extractions de composé€s phénoliques a 1’eau et aux
solvants organiques a partir de différents végétaux (dattes, orange, raisin et olive) d’origine
algérienne et espagnole. Les résultats obtenus dans ce travail ont montré que le mélange
acétone-eau (70/30:V/V) s’est révélé le plus efficace dans 1’extraction des polyphénols de
dattes. Le contenu phénolique total obtenu par le mélange acétone: eau (70/30:V/V) est de
246, 86.6 et 81.Img ferrulic acid equivalent (FAE)/100g) pour les trois variétés de
dattes Deglet-Nour,Ghars et Ajwa, respectivement. Une activité antioxydante (exprimée en
uM Trolox/100g de poids frais) plus élevée a été enregistrée pour la variété Deglet-Nour
(5380+192) suivie des variétés Ajwa et Ghars (4041+161 et 2710+£71). Les résultats de
I’analyse quantitative des polyphénols totaux ont montré que le raisin rouge est plus riche que
le raisin blanc en composés phénoliques quelque soit la partie du fruit considérée : enveloppe,
pulpe ou pépin. L’extrait phénolique de la pulpe de toutes les variétés de raisin a présenté des
activités antioxydantes plus fortes que celles de 1’extrait phénolique de la peau de raisin. Pour
I’olive, la variété « sigoise » renferme nettement plus de polyphénols que la variété chemlal
dans la pulpe (103.77 £ 5,042 vs 49.79 + 3.04 mg GAE/100g de poids frais) et dans le noyau
(111.12 £ 0.91 vs 79.37 = 1.57 mg GAE/100g de poids frais). Les flavonoides totaux dans le
jus d’orange ont significativement augmenté au cours des 15 jours de sa fermentation (de
3.08+ 0.01 a 9.57 £0.63 mg/100 mL). L’effet de la fermentation du jus d’orange sur son
activité antioxydante a été net également puisque celle-ci a augmenté de 6044 +247 a 7889
+382uM Trolox/100 mL. L’HPLC des extraits phénoliques des fruits étudiés a révélé une
richesse en composants phénoliques qui, dans le cas des pépins de raisin, sont représentés
principalement par des acides phénoliques, des catéchines et des procyanidines ; alors que
dans les extraits de peau de raisin, ce sont les flavanols comme la quercetine, 1’isoquercetine
et le kampferol qui prédominent. Les acides hydroxycinnamique et benzoique sont dominants
dans les extraits de pulpe de raisin rouge et blanc ; alors que les acides galliques, ferrulique,
hydroxybenzoique, vanillique et p-coumarique sont les plus présents dans I’extrait de pulpe de

dattes.

MOTS-CLES: Polyphénols-Jus d'orange — Dattes — Raisins — Olive- Fermentation-
Antioxydants.
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ABSTRACT

In this work, we carried out extractions of phenolic compounds with water and
organic solvents from different plants (dates, orange, grapes and olives) of Algerian and
Spanish origin. The results obtained in this work showed that the acetone-water mixture
(70/30: V/V) is the most effective in the extraction of date polyphenols. The total phenolic
contents extracted by the mixture of acetone and water (70/30: V / V) were about 246, 86.6
and 81.1mg ferrulic acid equivalent (FAE) / 100g for the three varieties of dates Deglet-Nour,
Ghars and Ajwa respectively . A higher antioxidant activity (expressed in uM Trolox / 100g
fresh weight) was recorded for the Deglet-Nour variety (5380 + 192) followed by the Ajwa
and Ghars varieties (4041 £+ 161 and 2710 + 71). Total polyphenol content of the red grape is
higher than that of the white grape whatever the part of the fruit considered: skin grape, pulp
or seed. The phenolic extract of the pulp of all grape varieties showed stronger antioxidant
activity than the phenolic extract of the grape skin. For the olive, "sigoise" variety contains
significantly more polyphenols than the chemlal variety in the pulp (103.77 + 5.042 vs 49.79
+ 3.04 mg GAE / 100g fresh weight) and in the core (111.12 = 0.91 vs 79.37 £ 1.57 mg GAE
/ 100g fresh weight). Total flavonoids in orange juice increased significantly during the 15
days of fermentation (from 3.08+0.01 to 9.57 +£0.63 mg/100 mL). The effect of the
fermentation of orange juice on its antioxidant activity increased from 6044 + 247 to 7889 +
382 uM Trolox / 100 mL). HPLC of the phenolic extracts of the fruits studied revealed
richness in phenolic components, which, in the case of grape seeds, are mainly represented by
phenolic acids, catechins and procyanidines; whereas in grape skin extracts, flavanols such as
quercetin, isoquercetine and kampferol predominate. Hydroxycinnamic and benzoic acids are
dominant in red and white grape pulp extracts; while gallic, ferrulic, hydroxybenzoic, vanillic

and p-coumaric acids are most present in the date pulp extract.

KEY-WORDS: Polyphenols -Orange juice - Dates - Grapes - Olive-Fermentation-

Antioxidants.
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INTRODUCTION

Depuis longtemps, les produits naturels, notamment ceux dorigine végétale ont
toujours éé une source importante dagents thérapeutiques. Les fruits couramment
consommés, tels que les raisins, les oranges / jus d'orange, les dattes, contiennent des
composes polyphénoliques qui ont été étudies pour leurs effets médicamenteux tels que
I'inflammation, maladies cardiovasculaires et autres, mais la nature de leurs effets chez
I”"homme reste a éclaircir (Shama et al., 2015).

Aujourd’ hui, larecherche de nouvelles molécul es bioactives d’ origine naturelle s appuie,
d’abord sur la connaissance de la flore d'intérét pharmaceutique et médicinal et de sa
répartition spatiale et ensuite sur les études ethnobotaniques qui permettent de réaliser des
inventaires de plantes d’une zone ou d’'un pays, et enfin sur les éudes phytochimiques et

pharmacol ogiques qui vont préciser la composition et les propriétés des constituants (Cai et al., 2003).

De ce fait, la valorisation des ressources naturelles est une préoccupation qui devient de plus en
plus importante dans de nombreux pays. Les fruits et les |égumes constituent des sources importantes
en composés phénoliques, d' ou la nécessité d’ évaluer leur contenu en ces molécules bioactives et de
connaitre leur disponibilité dans nos aliments, leurs propriétés biologiques, ainsi que leur role dans la
prévention des différentes maladies associées avec le stress oxydatif, comme le cancer, les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives (Scalbert, 2000; Manach et al., 2008 ; Morand et al., 2011).

L'importance des composés phénoliques dans les aliments est principalement due a leur
capacite antioxydante. Ce sont des capteurs de radicaux libres et ont la capacité de chélater les
ions de métaux de transition, arrétant ainsi les réactions de la chaine oxydative dans les
cellules (Cortes-Castell et al., 2016).

La datte (Phoenix dactylifera L.) est un fruit de haute valeur nutritionnelle. L’ Algérie
est le quatrieme producteur mondial de dattes avec une production annuelle d’ environ 789.36
tonnes pendant |’ année 2012 comme exemple et dont la variété Deglet-Nour représente plus
de 50 % (FAO, 2013). Si la composition de la datte en sucres, protéines, lipides, fibres,
vitamines et minéraux est connue, celle de ses constituants phénoliques I'est moins, en
I’ occurrence pour les variétés algériennes. Un regain d’intérét croissant pour ces constituants
phénoliques a été suscité chez le grand public suite a la démonstration des propriétés

biologiques a bénéfice santé qu'ils procurent a |’ organisme. C’est pourquoi une partie de ce
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travail a été consacrée a la quantification des polyphénols de trois variétés agériennes de

dattes Deglet-Nour, Ghars et Ajwa) et alamise en évidence de leurs propriétés biologiques.

Le raisin, (fruit de la vigne Vitis vinifera), est apprécié par les consommateurs
meéditerranéens, et en particulier par les Algériens. Les trois parties de ce fruit ont été utilisées
pour |’ obtention d’ingrédients entrant dans |’ élaboration d’ aliments fonctionnels (Goni et al.,
2005). Les polyphénols représentent la troisieme classe parmi les constituants majeurs du
raisin apres les sucres et les acides. Dans ce travail, nous avons essayé de répondre a certaines
préoccupations concernant les facteurs clés qui peuvent affecter la qualité nutritionnelle du

raisin dont |es stades de maturation du fruit et I’irrigation ou non de la vigne font une partie.

L’ olivier (Olea europaea) avec toutes ses parties et spécialement son fruit contient des
molécules hautement bioactives. Le grand intérét accordé aux composés phénoliques de
I'huile d'olive a été renvoyé au fruit (I’olive). L’ Algérie occupe le neuviéme rang dans la
production mondiale d’olives aprées |'Espagne, I'ltalie, la Grece, la Turquie, la Syrie, le
Maroc, la Tunisie et I'Egypte (Oteros, 2014 ; Anomyme, 2015). Les variétés locales sont
représentées surtout par la variété chemlal qui se rencontre dans toute la Kabylie et dans la
vallée de la Soummam. Elle est considérée comme étant bonne productrice d huile de bonne
gualité. D’ autres variétés comme LimLi, Azaradj et Bouchouk se rencontrent surtout dans la
vallée de la Soummam. Ces quatre variétés représentent a elles seules les trois quarts de la
production oléicole nationale.

Une autre variété, plutdt destinée a la consommation directe (olive de table) qu'a la
production d’ huile est la variété dite « sigoise », de la région de Sig a I’Ouest du pays. Le
développement de nouvelles oliveraies fait de I’ olive et de | huile d’ olive des produits a large
consommation en Algérie et c'est qui pourrait justifier |'évaluation de leur contenu
phénolique dans ce travail.

L’ orange (CitrussinencisL.) représente une source importante en polyphénols avec une
concentration élevée en caroténoides et en acide ascorbique (Sanchez-Moreno et al., 2003).
L’ Algérie est un pays agrumicole de longue date classé en 19%™ position avec une production
d’orange qui a dépassé 571000 tonnes en 2012 (FAO, 2012). Le jus d orange est également
un produit de grande consommation qui renferme des substances bioactives tels que les
polyphénols en plus de la vitamine C. Les bénéfices santé que I'on peut tirer de la
consommation de jus d’ orange dépendent, entre autres, de la nature et de la teneur en ces
substances bioactives. C'est pourquoi, dans la présente étude, nous avons procédé a
I’évaluation du contenu phénolique du jus d orange, ainsi qu'a I’ effet de la fermentation
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alcoolique sur ce contenu. Les propriétés antioxydantes du jus d’ orange frais et fermenté ont

€galement été exploreées.

Dans ce manuscrit, nous présenteront dans un premier chapitre |’ état des connaissances
sur les systemes antioxydants naturel s endogenes et exogenes, ains que les différentes
sources potentielles en composés polyphénoliques et leurs propriétés antioxydantes. Dans un
second chapitre est décrite la méthodologie et |e protocol e adopté dans cette étude. Les
résultats sont présentés et discutés dans un troisiéme et dernier chapitre.
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Chapitrel. Bref rappel bibliographique

Les espéces réactives oxygénées (ROS) sont issues d’une réduction incompléte de
I’oxygene. L’anion superoxyde Oz peut servir de précurseur a la formation d’autres types de
ROS, telles que H202 et OH". Les ROS produites par les oxydations cellulaires sont éliminées
ou piégées par des molécules douées de propriétés antioxydantes et dont le role dépasse de

loin celui de simples piégeurs ou de suppresseurs de radicaux libres.

Les ROS sont efficaces dans la prévention et/ ou dans le traitement des affections
parasitaires et non parasitaires. Les radicaux libres sont produits spontanément et de maniere
continue au sein de notre organisme. Le maintien d'un niveau non cytotoxique de ROS est
assuré par le systéme antioxydant. Un déficit ou un dysfonctionnement de ce systéme
engendre une augmentation des dommages tissulaires. Le systéme antioxydant est de nature

enzymatique et non enzymatique. La figurel illustre la localisation de la production des ROS.

Cytochrome P450 et b5

« Oxygen burst »/
NADPH oxydase
Myeloperoxydase

Xanthine oxydase
Hémoglobine

Reticulum
endoplasmigue

Oxydases Peroxysomes Mitochondrie

Flavoprotéines

Membranes

Chaine respiratoire

Lipoxygénase )

Peroxydase Peroxydation lipidique

Métaux de transition

Figurel: Localisation de la production intracellulaire des especes réactives oxygénées (ROS)

(Machlin et al., 1987).
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|.1.Systemes antioxydants naturels del’ organisme

[.1.1.Systeme antioxydant enzymatique

Les antioxydants enzymatiques (la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion
peroxydase et la glutathion réductase) sont considérés comme la premicre ligne de défense de

I’organisme contre les ROS.
[.1.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Cette enzyme catalyse la dismutation de 1’0O2” en H202. La SOD existe sous trois
isoformes qui se différencient par leur localisation cellulaire et par leur cofacteur métallique :
une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD), une forme

mitochondriale associée au manganése (Mn-SOD) et une forme extracellulaire (EC-SOD).

Il a été¢ récemment montré que la Cu/Zn-SOD était également présente dans 1’espace
inter-membranaire (Okado-Matsumoto et Fridovich, 2001; Sturtz et al., 2001). La
distribution de ces différentes isoformes varie selon le tissu. Dans le muscle, environ 65 a
85% de l'activité de la SOD se trouvent dans le cytosol tandis que les 15 a 35% restants sont

localisés dans les mitochondries.

[.1.1.2. Glutathion peroxydase (GPX) et glutathion réductase (GR)

La glutathion peroxydase (GPX) agit en synergie avec la SOD puisque son role est
d’accélérer la dismutation du H202 en H20 et Oz. Lors de cette réaction, deux molécules de
glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG) (Mates et al., 1999;
Powerset Lennon, 1999).

Il existe également une glutathion peroxydase associée a la membrane mitochondriale,
la phospholipide-hydroperoxyde glutathion peroxydase (PHGPX) qui est spécifiquement
impliquée dans la diminution de la peroxydation lipidique (Mates et al., 1999 ; Nomura et
al., 2000).

La glutathion réductase, quant a elle, a pour rdole de régénérer le GSH a partir du
GSSG grace au NADPH qui est utilisé comme donneur d’électrons. En effet, la concentration

cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la
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GPX maintienne sa fonction. Ces deux enzymes sont présentes dans le cytosol et dans les
mitochondries.
1.1.1.3. Catalase

La catalase est également responsable de I'¢limination d'H202 par une transformation
en H20 et O2. Contrairement a la GPX, l'affinité de la catalase pour I'H20: est élevée
seulement lorsque les teneurs en peroxyde d'hydrogéne sont accrues (Mates et al., 1999).
Cette enzyme est abondante dans le foie et les globules rouges. Elle se retrouve
préférentiellement dans les peroxysomes et en plus faible quantité dans le cytosol.

[.1.2. Systeme antioxydant non enzymatique

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart des antioxydants non
enzymatiques ne sont pas synthétisés par 1’organisme et doivent étre apportés par
I’alimentation. Dans cette catégorie d’antioxydants nous retrouvons les oligoéléments, le
glutathion réduit (GSH), I’'ubiquinone, le cytrochrome c et les vitamines E et C.

[.1.2.1.0ligoéléments

Le cuivre, le zinc, le manganeése, le sélénium et le fer sont des métaux essentiels dans
la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes requieérent un cofacteur
pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale nécessite du

manganese, la SOD cytosolique du cuivre et du zinc, la catalase du fer et la GPx du sélénium.

1.1.2.2. Glutathion réduit

Le glutathion réduit (GSH), assure la réduction du peroxyde d'hydrogéne et des
peroxydes organiques grace a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPx). Il peut
aussi réduire les radicaux formés par l'oxydation des vitamine E et C, baissant ainsi les
niveaux de peroxydation lipidique (Packer et al., 1997).
Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé¢ (GSH/GSSG) est souvent utilis¢ comme un
marqueur du stress oxydant car plus le flux d'H202 est important, plus le glutathion réduit est

consommé et le glutathion oxydé est augmenté (Ji et al., 1992).

1.1.2.3. LesvitaminesE et C
Les vitamines E (a-tocophérol) et C (acide ascorbique) ont une grande importance dans la

lutte contre le stress oxydant. La vitamine E étant liposoluble, elle se fixe aux membranes
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cellulaires et peut ainsi séquestrer les radicaux libres empéchant la propagation des réactions
de peroxydation lipidique (Evans, 2000 ; Packer et al., 1997).

De nombreuses études ont été réalisées pour ¢élucider le role de la vitamine E dans la
lutte contre le cancer. Jusqu'a la derniére décennie, I'accent était mis sur I'-a-tocophérol et ses
effets anticancéreux (Abraham et al., 2018).

La vitamine C, hydrosoluble, se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire ;

elle peut capter directement les anions Oz - et OHe.

|.2. Les polyphénols comme antioxydants exogenes

Les polyphénols ou «composés phénoliques» sont des molécules spécifiques au régne
végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures
variées. En fait, le terme « polyphénols » devrait étre réservé aux seules molécules présentant
plusieurs fonctions phénols; ce qui exclurait alors les monophénols, pourtant abondants et
importants chez les végétaux. Donc la désignation générale «composés phénoliques»
concerne a la fois les mono, les di et les polyphénols dont les molécules contiennent

respectivement une, deux ou plusieurs fonctions phénoliques.

De cette diversité structurale découle une grande variabilité des propriétés physico-
chimiques rendant impossible une présentation unique et générale d’'une méthode qui permet

I’extraction et la purification des polyphénols (Harborn, 1993).

L'élément structural de base est un noyau benzénique auquel sont directement li€s un ou
plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther,
méthylique, ester, sucre...). A l'heure actuelle, il existe plus de 8000 molécules répondant a
ces critéres et qui ont été isolées et identifiées (Harborn, 1993).

Il y a 80% des composés phénoliques qui sont localisés essentiellement dans les tissus
épidermiques des fruits. Ce sont des micronutriments et sont généralement des pigments

responsables des teintes automnales des feuilles et des couleurs des fleurs et fruits jaune,

orange et rouge (Pekka, 2001).
I.2.1.Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont classés selon le nombre et le positionnement d'atomes de
carbone (Bravo, 1998) (tableaul). Les formes phénoliques les plus simples présentent des

structures chimiques simples phénol en C6. Ce groupe comprend plusieurs composé€s parmi
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lesquels on distingue les acides phénoliques, les stilbénes, les lignanes, les coumarines et les

xanthones.

[.2.1.1.Composeés phénoliques non flavonoides : L es acides phénoliques.

On distingue deux principales classes d’acides phénoliques; les dérivés de 1’acide
benzoique et les dérivés de 1’acide cinnamique. La concentration de I’acide hydroxy-
benzoique dans les végétaux comestibles est généralement trés faible. Ces dérivés sont assez
rares dans 1’alimentation humaine ; en revanche, ceux d’acides hydroxycinnamiques sont tres
présents.

Les acides hydroxybenzoiques (p-hydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique,
gallique, syringique, salicylique gentisique...) sont dérivés de 1’acide benzoique et ont une
formule de base de type 6-C1 (fig.2). Ils sont particulierement bien représentés chez les
gymnospermes et les angiospermes d’ou ils sont souvent libérés aprés hydrolyse alcaline du

matériel végétal, en particulier de la lignine et de certains tanins.

Les acides hydroxy-benzoiques existent fréquemment sous forme d’esters ou glucosides,
a I’exemple de I’acide salicylique dont le glucoside, les esters méthyliques ou glycosylés
(fig.2) représentent vraisemblablement des formes de stockage ou de circulation dans la plante

(Ribereau -Gayon, 1968).

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante dont la structure
de base (C6-C3) dérive de celle de I’acide cinnamique. Le degré d’hydroxylation du cycle
benzénique et son éventuelle modification par des réactions secondaires (par méthylation chez
les acides férulique ou sinapique) sont un des ¢léments importants de la réactivité chimique de
ces molécules. De plus, I’existence d’une double liaison dans la chaine latérale conduit a deux
séries d’isomeres (cis ou Z et trans ou E) dont les propriétés biologiques peuvent éEtre
différentes.

Les acides hydroxy-benzoiques existent fréquemment sous forme d’esters ou glucosides, a
I’exemple de 1’acide salicylique dont le glucoside, les esters méthyliques ou glycosylés (fig.2)
représentent vraisemblablement des formes de stockage ou de circulation dans la plante
(Ribereau -Gayon, 1968).

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante dont la structure de

base (C6-C3) dérive de celle de I’acide cinnamique. Le degré d’hydroxylation du cycle
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Acides hydroxybenzoiques: Ri=Ro=R3=Rs=H acide benzoique (non phénolique)

Ri=R2=R4=H, R3=0OH acide p-hydroxybenzoique
Ry Ry
Ri=Rs4=H, R2=R3=0H acide protocatéchique
Ra COOH  Ry=Rsa=H, Ra=OCHs, R3=OH acide vanillique
R Ri=H, R2=R3=R4=0OH acide gallique

Ri=H,R2=R4=0C H3, R3=OH acide syringique
Ri=OH,R2=R3=R4=H acide salicylique

Ri=R4=O0OH,R2=R3=H acide gentisique

Acides hydr oxycinnamiques « phénylpropanoides »

Ri=R:=R3=H acide cinnamique (non phénolique)
coon  Ri=R3=H, R>= OH acide p-coumarique
R /\ \//\/
J J Ri=R2=O0H, R3=H acide caféique
R; \

R1=0CHs, R2=0H, R3=H acide férulique

Rs

Ri1=R3=OCHs3, R>= OH acide sinapique

Figure 2: Les principaux acides phénoliques (Ribereau -Gayon, 1968).

benzénique et son éventuelle modification par des réactions secondaires (par méthylation chez
les acides férulique ou sinapique) sont un des éléments importants de la réactivité chimique de
ces molécules. De plus, I’existence d’une double liaison dans la chaine latérale conduit a deux
séries d’isomeres (cis ou Z et trans ou E) dont les propriétés biologiques peuvent étre

différentes.
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Dans une étude récente, Zamora-Ros et al., (2018) ont évalué 1'association entre les
apports alimentaires des classes totales, individuelles et des sous-classes de polyphénols et le
risque de cancer colorectal (CRC) et ses sous-sites principaux, le colon et le rectum. La
cohorte comprenait 476 hommes et 160 femmes de 10 pays européens. Apres un suivi moyen
de 14 ans, il y a eu 5991 cas de CRC, dont 3897 dans le cdlon et 2094 dans le rectum. La
consommation d'acide phénolique, fortement corrélée a la consommation de café, était
inversement associée au cancer du célon chez les hommes et positivement associée au cancer
du rectum chez les femmes. Les formes trans sont cependant naturellement prépondérantes et
il est possible que les formes cis ne correspondent qu’a des artéfacts d’extraction (Riber eau-
Gayon, 1968).

Les molécules de base de la série hydroxycinnamique sont représentées par 1’acide p-
coumarique (et ses isomeres, les acides 0O- et m-coumariques), 1’acide caféique et son dérivé 5-
hydroxylé, et enfin 1’acide sinapique (fig.2). L’ensemble est souvent rapporté sous le vocable

commun de phénylpropanoides (Clifford, 1999).

Ces acides sont rarement présents a 1’état libre et ils sont en général combinés a
d’autres molécules organiques. Les liaisons impliquent souvent la fonction carboxylique
conduisant alors a des esters (avec le glucose ou avec différents alcools-acides : comme les
acides quinique, tartrique, shikimique, malique.....) ou a des phénolamides (avec des mono ou
des di-amines: tyramine, putrescine, spermidine....). Les liaisons avec les sucres peuvent
¢galement se faire par I’intermédiaire de 1’'une des fonctions phénoliques, conduisant alors a

des glucosides (par exemple le glucoside de 1’acide p-coumarique) (Clifford, 1999).

Parmi les acides hydroxycinnamiques, 1’acide caféique a une répartition quasi
universelle chez les végétaux, initialement isol¢ dés le XIX® siécle a partir des fruits et des
graines du café ou il est trés abondant, il est souvent présent sous forme d’esters. L’acide
chlorogénique (5-caféoylquinique) est le plus fréquemment rencontré, par exemple dans la

pomme ou le café ou il est trés abondant, il est souvent présent sous forme d’esters.

L’acide chlorogénique (5-caféoylquinique) est le plus fréquemment rencontré, par
exemple dans la pomme ou le café. Mais on le trouve également sous forme d’acide
caféoyltartrique (désigné quelquefois sous le nom d’acide caftarique) dans le raisin, d’acide
caféoylshikimique dans la datte, d’acide caféoylmalique dans le radis, de caféoylglucose, de
caféoylputrescine (Macheix et al., 2005). Les acides hydroxybenzoiques et leurs isoméres

représentés essentiellement parl’acide salicylique et ses dérivés naturels (fig.3)
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COOH COOH
N\ oH AN 0-CO-CH:
Acide salicylique acide acétylsalicylique
COOCH: COO-glucose COOH
e O : j 7
OH \ OH \\ O— glucose
Salicylate de méthyle Ester glycosylé 2-O-B-glucoside

Figure 3: L’acide salicylique et ses principaux dérivés naturels (Ribereau -Gayon, 1968).

Les acides hydroxycinnamiques existent aussi fréquemment sous forme d’esters
multiples dont les acides di-caféoxylquiniques, communément appelés iso-chlorogéniques.
Des formes proches, comme I’acide rosmarinique (fig.4), sont des antioxydants naturels tres
classiques. Dans certains cas, la liaison avec des stérols conduit a des composés a caractére
apolaire, par exemple le féruloylsitostérol qui est abondant dans le son et les farines de

diverses céréales.

Par ailleurs, comme cela sera développé plus loin, les acides hydroxycinnamiques
peuvent étre réduits en monolignols et participer alors a la formation des lignines. Les acides
hydroxycinnamiques sont représentés par 1’acide para-coumarique (PCA), [D’acide
férulique(AF) et ses dérivés qui sont des intermédiaires de la voie de biosynthése des

monolignols (alcools hydroxycinnamiques) (Harris et Trethewey, 2010).

Dérivées des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine latérale,
les hydroxycoumarines sont également trés nombreuses chez les végétaux, soit sous forme
libre (umbelliférone, esculétine, scopolétine), soit sous forme plus complexes (glycosylées,

prénylées...) (fig.4). Elles ont fréquemment un rdle écologique ou biologique. Un autre
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groupe de ces composés : les stilbénes, dérivent aussi des acides hydroxycinnamiques, et qui

apparait chez la vigne en réponse a des attaques parasitaires (Hakala et al., 2002).

HO—{ ) CH2 — CH — COOH
0—C—CH—CH — OH
|
o

Acide rosmarinique Un exemple de stilbene, le resvératrol
Un exemple d’hydroxycoumarine, Un exemple de furanocoumarine
la scopolétine le bergapténe
H o (o] o

HO

Figure 4: Exemples des dérivés de 1’acide hydroxycinnamique (Hakala et al., 2002)

[.2.1.2.Composes phénoliques flavonoides : L es anthocyanes

L’ensemble des flavonoides, de structure générale en C15 (C6-C3-C6) comprend
plusieurs milliers de molécules regroupées en plus de dix classes (tableau 1.) dont certaines,
les anthocyanes, ont une trés grande importance biologique et technologique. Il s’agit de
pigments rouges ou bleus, les flavones et les flavonols, ou encore créme ou jaune clair, les
flavanes, dont les produits de condensation sont a I’origine d’un groupe important de tanins et

les isoflavones qui sont bénéfiques pour la santé.

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) est un terme général
qui regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés (Guignard,1996). Les
anthocyanines sont des flavonoides porteurs d’une charge sur I’oxygéne de 1’hétérocycle C.
La structure de base des anthocyanines est caractérisée par un noyau "flavone" généralement

glycosylé en position C3 (Ribereau —Gayon,1968).

Les anthocyanes se différencient par leur degré d'hydroxylation et de méthylation,

ainsi que par la nature, le nombre et la position des oses liés a la molécule. L'aglycone ou
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anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment. Le terme « anthocyanes » a
une signification générale (désignant les formes naturelles glycosylées). La partie phénolique
seule est désignée sous le nom d’anthocyanidine (par exemple la pélargonidine ou la
malvidine), alors que [I’hétéroside (molécule phénolique + sucre associ¢) prend

celui d’«anthocyanine » (tableau 2).

Tableau 2 : Les principales anthocyanidines des végétaux (Macheix et al., 2005).

Ri1, Rz Anthocyanidine | Couleur Plante
Ri=R>=H Pélargonidine Orange-rouge Pélargonium rouge
Ri1=OH, R2=H Cyanidine Rouge, pourpre Pomme rouge
Ri=0OCHs, R=H Péonidine Rose Pivoine rose
Ri=R>=OH Delphénidine Bleue-violette Muflier violet
Ri=0OCH3,R2=0OH | Pétunidine Violette Pétuna violet

[.2.2. Propriétés des polyphénols

|.2.2.1.Propriétés physicochimiques des polyphénols

Les propriétés physiques telles que les points de fusion et d’ébullition, la solubilité,
les spectres dans l'ultraviolet et I’infrarouge sont modifiées par les liaisons hydrogenes
intramoléculaires des phénols. Ces phénols sont capables de précipiter les protéines, ils

peuvent aussi former des complexes avec les glucides, les vitamines et les minéraux.

Les anthocyanes présentent 1’avantage d’étre relativement non sensibles a la chaleur et a
la lumiére mais leur caractére amphotére entraine un changement de leur couleur en fonction
du pH (Shahidi et Naczk, 1995). Les anthocyanes sont dégradés trés rapidement et présentent
des changements significatifs de couleur dans un environnement peu acide (HY et al., 2018).
Les composés phénoliques s’oxydent facilement en quinones en présence d’oxygeéne sous

I’action des polyphénols oxydases (PPO) et des peroxydases (POD).
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Les quinones formées s’oxydent a leur tour et se polymérisent en donnant des composés
bruns responsables de brunissement enzymatique qui est a I’origine de la coloration brune
observée dans les produits végétaux d’ou l’utilisation des antioxydants qui préservent la
qualité des aliments de la détérioration par la prévention de I’oxydation et empéchent aussi
I’auto-oxydation des lipides qui entraine la formation des radicaux libres et le goiit rance des

matiéres grasses (Shahidi et Naczk, 1995).

Les réactions de brunissement enzymatique joueraient aussi un role de protection
contre les microorganismes. On pense, en effet, que les polymeéres bruns qui se forment
rapidement lorsqu’un tissu végétal est contusionné, lacéré ou infecté, peuvent constituer une
barriere a la pénétration des microorganismes (Cheftel et Cheftel, 1992). Les polyméres
bruns constituent un revétement efficace pour inhiber la croissance des bactéries aérobies
mésophiles. Le revétement a également réduit les populations de E. coli, S enteritidis et L.
monocytogenes (Badwaik, 2014).

[.2.2.2. Propriétés antioxydantes des polyphénols

Les antioxydants naturels sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures.
Ce sont pour la plupart des composés phénoliques. La relation structure — activité
antioxydante des flovonoides et des composés phénoliques dépend de la position et du degré

d’hydroxylation (Igor Passi, 2002).

En tant qu’antioxydants, tous les polyphénols sont capables de piéger les radicaux
libres générés en permanence par notre organisme ou formés en réponse a des agressions de
notre environnement. Ingérés avec nos aliments, ces composés renforcent notre défense contre
le stress oxydant et préviendraient ainsi les diverses maladies chroniques qui lui sont
associées. Ils ont aussi des propriétés spécifiques (affinité pour des récepteurs cellulaires
comme les récepteurs des estrogenes, impact sur la signalisation cellulaire) qui induisent des
réponses cellulaires trés diverses. La somme de ces effets se traduit par des effets santé que
I’on a commencé a comprendre a travers les expérimentations animales et cliniques il y a plus

de 20 ans (Daayf et al., 2003).
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[.2.3. Intéréts des polyphénols

La consommation de fruits et 1égumes constitue un apport important en polyphénols
dont les propriétés antioxydantes constituent un rempart indéniable contre la naissance de
radicaux libres dans I’organisme. Parmi les principaux intéréts de ces molécules, on peut citer
ceux dans les industries agro-alimentaires et la tannerie, ainsi que ceux dans le secteur

médical et pharmaceutique.

[.2.3.1. Intérétsdanslesindustries agro-alimentaires et latannerie.
Dans les industries agro-alimentaires, 1'intérét majeur des anthocyanines, c'est leur
pouvoir colorant, d'ou leur utilisation comme additif alimentaire. A 1'heure actuelle, le chou

rouge et les peaux de raisin dominent le marché des matiéres premicres.

Comme beaucoup de composées phénoliques, les pigments anthocyaniques se
comportent également comme des piégeurs de radicaux libres. Substances améres,
astringentes ou sucrées, les polyphénols sont aussi des aromatisants de choix (tanins de chéne,
vanilline, etc...). Comme exemple, il y a la vanilline qui est produite par oxydation de la
lignine et que I’on trouve dans les liqueurs sulfuriques résiduelles issues de la fabrication de

pate a papier (Mompon et al., 1996).

Comme autres industries utilisatrices de substances phénoliques, il y a celle du cuir
(tannerie) qui exploite la propriété qu’ont les tanins a précipiter le collagéne des peaux
d’animaux. Néanmoins, il faut signaler que dans les pays industrialisés, cet usage a régressé
au profit d'autres utilisations: revétements protecteurs, adhésifs et teintures (Mompon et al.,

1996).

[.2.3.2. Intéré médical et pharmaceutique

Sur le plan médical, les polyphénols ont des propriétés antioxydantes trés importantes,
permettant de lutter contre la formation de radicaux libres en exces dans I’organisme, et par ce
fait jouent un role protecteur vis-a-vis de nombreuses maladies et en particulier les maladies
dégénératives, comme les maladies cardiovasculaires, les cancers, les maladies hormono-
dépendantes, les allergies ou encore les inflammations (Perret, 2001 ; Marfak, 2003).

Les flavonoides sont des substances liposolubles et hydrosolubles ; ce sont surtout des
protecteurs vasculaires améliorant la résistance et la perméabilité des vaisseaux aussi bien

artériels que veineux. Ils augmentent aussi la résistance des vaisseaux en protégeant le tissu
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conjonctif péri-vasculaire  des dégradations enzymatiques. Ils protégent les LDL
(lipoprotéines a faible densité) vis-a-vis de I’oxydation (Hertog, 1993). Dans une étude tres
récente (Huang et al., 2018), il a ét¢ démontré des effets protecteurs des anthocyanes (une
classe de flavonoides) de myrtille contre les Iésions oxydatives induites par H2O2 dans les

cellules épithéliales pigmentaires rétiniennes humaines.

Sur le plan pharmaceutique, les polyphénols regroupent un ensemble de principes actifs
rencontrés dans de nombreux médicaments (flavonoides). Ils sont extraits de divers végétaux
comme |’eucalyptus, le sarrasin, le sophora ; tout comme on peut les trouver sous forme
d’extrait de mélilot titré en coumarine, de podophyllotoxine (lignane), de résine de
podophylle qui sont utilisés dans 1'industrie pharmaceutique comme protecteur vasculaire. Les
oligomeres procyanidoliques (OPC) de pépins de raisin sont aussi utilisés en cosmétique pour

lutter contre les radicaux libres et les effets du soleil (Mompon et al., 1996).
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Chapitrell. Matériels et M éthodes

[1.1. Origine et préparation des échantillons pour les différentes analyses
[1.1.1. Ladatte

Trois variétés de dattes ont été retenues dans ce protocole : Deglet-Nour de la région
de Biskra et les variétés Ghars et Ajwa de Ouargla qui ont toutes €té récoltées le mois de
septembre. Les dattes sont d’abord dénoyautées pour récupérer la pulpe qui est ensuite
pressée afin d’obtenir une pate homogeéne pour la préparation d’un jus de dattes qui servira
aux différentes analyses. Les noyaux de dattes ne sont pas concernés par ce protocole ; ils sont

donc éliminés.
[1.1.2. Leraisin

Dix variétés de raisins ont été utilisées dans cette étude ; des raisins rouges appartenant
aux variétés Garnatxa negra (GN) : Lloar et Porrera ; Cabernet sauvignon (CS) : Mediona,
Nerola et la variété Merlot (MT) : Tremp, Mediona, Penedes. Les raisins blancs sont du
Chardonnay (CH) : Tremp et Jean Leon. Tous les raisins ont été conservés a — 20°C jusqu’a
leur utilisation. L’effet de certains paramétres comme les stades de maturation du fruit ainsi

que I’irrigation de la vigne sur le contenu phénolique du raisin a été étudié.

Pour leur analyse, les échantillons ont ét¢ manipulés a 1’abri de la lumiere et en
présence de neige carbonique, afin d’éviter la décongélation rapide de la pulpe et la
dégradation des composés a déterminer. Les raisins ont été manuellement débarrassés de leurs
enveloppes extérieures et les trois parties du fruit (enveloppe, pulpe et pépin) ont été triés et
gardés séparément. Ainsi, pour le raisin, nous disposons de 3 types d’échantillons :

I’enveloppe (peau), la pulpe et le pépin.

[1.1.3. L’ olive

Plusieurs types d’échantillons sont concernés par cette manipulation : la pulpe d’olive
préparée par dénoyautage suivi d’un broyage (broyeur électrique marque Severin, France) (2
¢chantillons correspondant chacun a une variété, chemlal récoltée en Février 2014 ou sigoise
récoltée en Septembre 2015), le noyau d’olive (2 échantillons correspondant chacun a une
variété, chemlal et sigoise dans la Wilaya de Mostaganem) et 1’huile d’olive (2 échantillons

représentés par deux types d’huiles : traditionnelle vierge de Tizi-Ouzou et industrielle de
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marque « somazit »). Les noyaux d’olive et les feuilles d’olivier sont broyés et conservés

jusqu’au moment de 1’analyse.
[1.1.4. Lejusd’ orange.

Les échantillons « jus d’orange » retenus dans cette manipulation sont de deux types :
le jus d’orange artisanal préparé manuellement a partir d’orange du nom de « Valencia »
d’origine algérienne (récoltée a Chlef en 2013) et le jus d’orange industriel . Avant leur
utilisation, les jus sont centrifugés (5000 tours/ min pendant 5 min) pour éliminer les
particules insolubles, puis additionnés de BHT (Buthyl Hydroxy Toluéne) a raison de 0,001 %
(V/V) avant d’étre conservés a -20°C jusqu’a leur analyse. Ceci afin d’éviter I’oxydation des

caroténoides durant les analyses.
[1.2. Extraction des polyphénolstotaux
[1.2.1. Extraction des polyphénolstotaux de pulpe de dattes

Deux types de solvants ont été utilisés pour 1’extraction des polyphénols de pulpe de
dattes : 1’eau distillée a 60°C et le mélange acétone/eau (70/30: V/V). La méthode
d’extraction comporte trois extractions successives a I’abri de la lumiére et consiste & macérer
I’échantillon pulpe de datte (10g) dans le solvant eau (100 mL) a 60°C pendant 3h30min; et
1h30 a 2h dans le mélange acétone/eau (100mL) ; laquelle est suivie d’une centrifugation a
6000 tours/min pendant 5 min puis d’une filtration et d’une évaporation de ce mélange de

solvants au rotavapor (Al-Farsi et al., 2005).

Les extraits obtenus sont réunis pour chaque solvant séparément (nous retiendrons que
nous aurons deux échantillons d’extraits de polyphénols totaux de pulpe de datte pour trois
variétés de dattes différentes) et conservés a 4° C a I’abri de la lumiére jusqu’au moment de

I’analyse.
[1.2.2. Extraction des polyphénolstotaux deraisins

L’extraction des polyphénols de trois échantillons de 10 variétés différentes de raisin
(enveloppe, pulpe et pépins soit 30 échantillons raisin au total) a été opérée avec le mélange
éthanol/eau (80/20 : V/V) additionné de peau (a raison de 10% : P/V), de pépins (a raison de
10 % : P/V), et de pulpe (50 % : P/V) (Medina-Remon et al., 2009).

Chaque échantillon est agit¢ pendant Imin au vortex avant de subir une
ultrasonification (5 min) ; suivie d’une centrifugation a 4000 trs/min pendant 20min a 4°C.

Chaque culot est repris dans une deuxiéme extraction identique a la premiere et les
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surnageants de chaque échantillon sont réunis pour une évaporation du solvant sous flux

d’azote liquide (appareil DRI-Block-DB-3D UEGHNE, Espagne).

Une microplaque de 96 puits est utilisée pour multiplier 1’analyse des polyphénols

totaux et de I’activité antioxydante des extraits de différents échantillons de raisin (fig.5).

Figure 5: Microplaque Oasis® MAX 96-Well plate cartidges (Ref. 269620)

I1.2.3. Extraction des polyphénolstotaux del’olivier

Dans cette manipulation, nous avons utilis¢ deux solvants séparément: [’acétate
d’¢éthyle et le méthanol a 1’état pur pour extraire les polyphénols totaux de pulpe du fruit olive,

du noyau d’olive et des feuilles d’olivier.

L’extraction a été effectuée selon la méthode de Singleton et Ross (1965)
légérement modifiée sur le plan des volumes de solvants seulement par Lafka et al. (2013).
Cette méthode consiste a broyer 20 mg de pulpe, de noyau ou de feuille d’olivier auxquels on
ajoute 20 mL d’hexane et laisser agir pendant 3 min. Ensuite, on agite et on laisse décanter
pendant10 min. La phase organique (huile) est ¢liminée et la phase aqueuse est récupérée pour
subir une extraction par ’ajout de 10 mL de méthanol ou d’acétate d’éthyle (v/v)
(comparaison de I’efficacité d’extraction de ces deux solvants). Ce nouveau mélange est agité
3 a 5 min puis centrifugé 20 min a 4000 trs/min. Le surnageant a été évaporé a 40°C a 1’aide

d’un évaporateur (BUCHI Switzerland) (fig.6).
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20 mg d’échantillon (pulpe / noyau /feuille) d’olive

l

+ 20 ml d’hexane

3 min
Phase aqueuse Phase organique ]

l (éliminée)

+
10 ml de méthanol ou d’acétate d’éthyle (v/v)

Centrifugation a 4000 tours / min

Pendant 20 mn

Culot

o Surnageant
(éliming)

Evaporation a 40°C

Extrait phénolique

Figure 6: Extraction des polyphénols totaux de différentes parties de 1’olivier-( pulpe, noyau
et feuille) (méthode de Singleton et Rossi, 1965 modifiée par L afka et al. 2013).

[1.2.4. Extraction des polyphénolstotaux du jusd’orange artisanal et industriel.

[1.2.4.1. Extraction des polyphénolstotaux du jusd’orange artisanal (orange pressée).

Le matériel végétal utilisé est un fruit d'orange Citrus sinensis. La variété utilisée est de
nom valencia, caractéristique d’une forme légeérement ovale avec une peau fine parfois
granuleuse de couleur orange claire a chaire juteuse. Ce fruit a été récolté pendant le mois

d’avril 2013dans la région de Chlef. L’échantillon est représenté par le jus d’orange pressée.

Dans le but de déterminer le meilleur solvant d’extraction, 3 extractions distinctes des
polyphénols totaux du jus d’orange artisanal (orange pressée) ont été réalisées avec de 1’eau
chaude (60° C), du méthanol/eau (80/20: V/V) et de I’éthanol/eau (80/20:V/V). Afin
d’extraire les polyphénols totaux par I’eau chaude (60° C), chaque échantillon (10 mL) est
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placé dans un flacon contenant 20 mL d'eau distillée chaude (60° C) pendant 30 min. Les
échantillons sont agités pendant 15 min a l'aide d'un agitateur a barreau magnétique puis
filtrés (Hemada et Klein, 1990; Macheix et al. 2005). L’extraction par les solvants
organiques ¢éthanol/eau ou méthanol/eau (80/20:V/V) est réalisée selon le protocole de
Macheix et al. 2005. Un volume de 10 mL de jus d’orange est additionné a 20 mL de solvant
¢thanol/eau ou méthanol/eau (80/20) durant 30 min a 4°C suivi d’une filtration. Le solvant
(Ethanol ou méthanol) est ensuite évaporé sous vide al'aide d'un rotavapor et la solution

obtenue est mise a 1’abri de la lumiére jusqu’a son utilisation.

Ces opérations d’extraction de polyphénols totaux de jus d’orange ont été réalisées avec trois
répétitions pour chaque solvant utilisé (eau chaude, méthanol: eau (80/20) et 1’éthanol : eau

(80/20). Ce qui a fait un total de 18 extractions.

[1.2.4.2. Extraction des polyphénolstotaux du jusd’orangeindustriel

L’extraction de jus d’orange de la variété Citrus sinensis L. var. Navel late (Huelva,
Spain) a été faite en utilisant des extracteurs de type FMC ("Food Machinery Corporation"
d’origine espagnole). Par la suite, le produit est tamis¢ pour éliminer une partie de la pulpe et
de I’écorce (clarification). Pour I’extraction des polyphénols totaux a partir de jus d’orange
industriel, la méme quantité d’échantillon jus d’orange (10 mL) et les mémes solvants ont été
utilisés : I’eau chaude (60° C), le mélange méthanol/eau (80/20: V/V) et le mélange
éthanol/eau (80/20:V/V) que pour le jus d’orange artisanal (jus d’orange pressé).

[1.3. Dosage des polyphénols totaux
[1.3.1. Principe dela méthode

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé selon la méthode utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Germany) et décrite par Singleton et Rossi (1965). La
méthode est basée sur le principe de la réaction du réactif de Folin-Ciocalteu (qui est un
mélange d’acide phosphomolybdique et d’acide phosphotungstique) avec I’ensemble des

composés phénoliques de 1I’échantillon.

Ce réactif est réduit lors de 1’oxydation des phénols en un mélange d’oxydes bleus de
tungsténe et de molybdéne. La coloration produite, dont 1’absorption maximale entre 760 et

765nm, est proportionnelle a la quantité de polyphénols de 1’échantillon (Water house, 2002).
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Une droite étalon est établie avec 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols de
I’olivier, du raisin et de I’orange ; et avec I’acide ferulique pour le dosage des polyphénols de
dattes. Les résultats sont exprimés en équivalents d’acide gallique ou en mg d’acide férulique

équivalent/100g d’échantillon frais.
11.3.2. Préparation deladroite étalon

La droite étalon de I’acide férulique a été réalisée avec des concentrations graduelles
d’acide férulique (30, 50, 70, 80 et 100 pg/mL) obtenues a partir d’une solution mere d’acide
ferulique a 10% (P/V). Cette droite étalon est réalisée au méme moment et dans les mémes

conditions opératoires que celles des échantillons.

La droite étalon de 1’acide gallique est réalisée avec des concentrations graduelles d’acide
gallique (5, 15, 25, 35, 45 et 50 ug/mL) obtenues a partir d’une solution aqueuse mere d’acide
gallique a 0.5% (P/V). La teneur en polyphénols totaux des différents extraits d’échantillon,
exprimée en mg d’équivalents d’acide gallique/100g d’échantillon frais, est déterminée par

extrapolation.
11.3.3. Protocole de dosage des polyphénols totaux

11.3.3.1. Dosage des polyphénolstotaux danslejus dedatte, la pulped’olive et lejus
d’orange.
Le dosage des polyphénols totaux des échantillons de jus de datte, d’orange, ainsi

que dans la pulpe d’olive a été réalis¢ selon le diagramme indiqué a la figure 7.
11.3.3.2. Dosage des polyphénols totaux dansla peau, la pulpe et le pépin deraisin

Ce dosage est également réalisé selon la méthode de Singleton et Rossi (1965) et il a
concerné trois types d’échantillons raisin : la peau, la pulpe et le pépin. La composition des
milieux réactionnels est reportée au tableau 3. Les mélanges réactionnels ont été incubés 1h a
température ambiante et a I’abri de la lumiére. Aprés quoi, 78 mL d’eau distillée Milli-Q est
ajoutée. L’absorbance est lue a 765 nm par un spectrophotometre UV-Visible Thermo
Multiskan Spectrum (Espagne) et les résultats sont exprimés en mg GAE/100 g de poids frais

de 1’échantillon.

I1.4. Dosage des flavonoidestotaux danslesjus de dattes et d’ orange industriel
[1.4.1. Principe
Le dosage des flavonoides totaux des différents échantillons (jus de dattes et jus

d’orange industriel espagnol Don Simon) est effectué selon la méthode colorimétrique décrite
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par Kim et al., (2003).

790 ul H20 distillée

g

+ 10 pl d’extrait phénolique

g

+ 50 pl de réactif Folin - Ciocalteu dilué 10 fois

g

Laisser réagir 2 min

g

2 h a température ambiante

g

Ajouter 150 pl de carbonate de sodium NaCOs saturée (20% : P/V)

g

Lecture de la densité optique a 760 nm

Figure 7: Protocole de dosage des polyphénols totaux dans les échantillons de

jus de datte, de la pulpe d’olive et de jus d’orange (Singleton et Rossi, 1965).

Tableau 3: Composition des milieux réactionnels de la microplaque pour le dosage

des polyphénols totaux de raisin

Echantillon | H2O distillée Volume Réactif Folin- Volume carbonate
Milli-Q Echantillo Ciocalteu de sodium (20%:

(mL) n (mL) P/V)

(mL) (mL)
Blanc 180 0 12 30
Peau 170 10 12 30
Pulpe 160 20 12 30
Pépins 170 10 12 30

La droite étalon est préparée a partir d’une solution mére de quercétine a 5% (P/V) qui

a servi a préparer des solutions filles de différentes concentrations (5, 10, 20, 30, 40 et 50

pg/mL).
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La présence de chlorure d’aluminium dans le milieu réactionnel permet la formation de
liaisons avec les doublets libres de I’oxygeéne des groupements OH des flavonoides ; ce qui

génere un complexe de couleur jaune dont I’absorbance maximale est enregistré a 430 nm

(Worsky et Stalino, 1998).
I1.4.2. Procédure de dosage

Un volume d’échantillon (extrait de flavonoides totaux) de ImL est additionné a 4 mL
d’eau distillée et 0.3 mL de nitrite de sodium 5% (PV) et laisser agir pendant 5 min. On y
ajoute 0.3 mL de chlorure d’aluminium a 10 % (P/V) ; et 6 min aprés, on compléte avec 2 mL
de NaOH IM. Le mélange réactionnel est dilu¢ avec 2.4 mL d’eau bidistillée avant d’étre
agité vigoureusement.

L’absorbance de la solution rose est déterminée a 510 nm contre un blanc a 1’aide d’un
spectrophotométre  UV-Visible (JENWAY « 7305 Spaectrophotometer ». La teneur en
flavonoides totaux des échantillons est exprimée en mg équivalents quercetine (mg QE) par

100 mL de jus d’échantillon étudié.

[1.5. Dosage des anthocyanes des dattes
[1.5.1. Principe dela méthode

Les anthocyanes totales sont déterminées selon la méthode différentielle de pH décrite
par Al-Farsi et al. (2005). Les absorbances sont lues a 510 et 700 nm ; et le résultat est

exprimé selon 1’équation :

Ab = (As510nm - A700nm) pH1 - (A 510 nm - A 700 nm) pH4, 5

Anthocyanes totales (mg/ 100g) = Ab/e.L x MW x D x V/G x 100

Avec : Ab : absorbance a 510 nm (Asionm) et a 710 nm (A700 nm), e : coefficient d’extinction
molaire, MW : poids moléculaire des anthocyanes (449.2), D : facteur de dilution, V : volume
final (mL), G : poids de I’échantillon (mg), L : largueur de la cuve (1cm) (Al-Fars et al.,
2005).

[1.5.2. Procédure

Dans une fiole de 25mL, ImL d’extrait phénolique brut est introduit et le volume est
ajusté a 25mL a I’aide d’une solution de KCI a 1.49% (P/V) tamponnée a pH = 1. Dans une

autre fiole de 25 mL, ImL d’extrait phénolique brut est introduit et le volume est ajusté
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a 25mL a I’aide d’une solution tampon d’acétate de sodium a 1.46% (P/V) tamponnée
a pH = 4,5. Les absorbances sont lues a 510 nm et 700 nm pour chaque solution et les

résultats sont exprimés en mg d’anthocyanes par 100g de poids frais (Al-Fars et al., 2005).
[1.6. Détermination del’activité antioxydante des extraits phénoliques
11.6.1. M éthode de piégeage du radical DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

La mesure du pouvoir antioxydant a été réalisée selon la méthode de piégeage du
radical 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) publiée pour la premiére fois par Blois (1958)
et modifiée par Brand-Williamset al. (1995).

Le radical DPPH™ absorbe a 515nm et sous 1’action d’un antioxydant “AOH” qui le réduit
en DPPHa, cette absorbance diminue jusqu’a atteindre un plateau. Cette cinétique varie avec

la nature de I’antioxydant utilisé.
DPPH" (violet) + AOH —  PPH2(jaune) + AO"

L’absorbance du mélange permet de déterminer le pourcentage de DPPH™ résiduel a
I’équilibre. La solution de DPPH est préparée par dissolution de 23.65g de DPPH dans 1litre
de méthanol pour obtenir une solution de DPPH a 60 uM.

L’extrait de plante (0.1 mL) auquel est ajouté 0.1mL d’antioxydant de référence (Trolox :
L'acide 3,4-dihydro-6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthyl-2H-1-benzopyran-2-carboxylique) est mis
en contact avec 0.975mL de solution DPPH 60 uM. Apres 60 min d’incubation a I’obscurité
et a température ambiante, la lecture de I’absorbance est faite a 517nm. La lecture est

accompagnée d’un blanc constitué¢ de méthanol et de 0.975mL de solution de DPPH.

L’acide ascorbique est utilisée comme composé étalon et le résultat est exprimé en mg
d’équivalent de vitamine C (acide ascorbique) (mg VCE) par g d’échantillon.

Le pourcentage d’inhibition est calculé suivant la relation suivante:

(%) d’inhibition du DPPH = (Ao — A1/ Ao) X 100 avec:

Ao:L’absorbance du témoin (I’absorbance du DPPH sans 1’échantillon)

A1 :L’absorbance de I’échantillon extrait végétal a analyser.
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[1.6.2. M éthode Oxygen Radical Antioxidant Capacity-Fluorescein (ORAC-FL)

Le principe de cette méthode est basé sur 1’utilisation de la fluoresceine (Sigma-Aldrich,
Germany) comme marqueur fluorescent stable. La fluoresceine est un composé thermostable,

résistant a la photo décoloration aprés exposition a la lumiére.

Le 2,2'-Azobis (2-amidinopropane) - dihydrochloride (AAPH) (Sigma Aldrich, Germany)
est utilisé comme générateur des radicaux peroxydes (R-O0). Il est dilué a 1.28x102M dans
du tampon phosphate et doit étre gardé dans un bain glacé pour étre utilisé au maximum dans
les 8h qui suivent sa préparation. La solution stock de fluorosceine (ImM) a été préparée dans
du tampon phosphate (75mM, pH 7.4) ; elle peut étre conservée plusieurs mois a 1’obscurité
et a 4°C. Le Trolox (Sigma Aldrich, Germany) est un analogue hydrosoluble de 1’o—
tocophérol et il est utilis¢ comme antioxydant standard dans la détermination de 1’activité

antioxydante d’échantillons (Ou et al., 2001).

La fluorescence est déterminée (A excitation a 490 nm et A émission a 515 nm) toutes
les 5 min pendant 60 min jusqu’a une diminution approximative a 0 ou a une valeur inférieure
a 5% de la valeur initiale. Les résultats de 1’activité antioxydante des échantillons sont

calculés suivant 1’équation donnée par Cao et Prior (1999) :
ORAC puMoles =20 K (Se- Sg) / (St- SB)
Avec:

20: Concentration de Trolox (uMoles); K: Facteur de dilution de I’échantillon ; S: Surface
inférieure de la courbe de diminution de fluorescéine de 1’échantillon (E), de Trolox (T) et du
blanc (B). Les résultats sont exprimés en équivalent de Trolox (uMoles de Trolox équivalent

par 100 grammes d’échantillon frais).

[1.7. Analyse des extraits phénoliques par chromatographie (HPL C)
[1.7.1. HPLC del’extrait phénolique dejus de datte

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) a été utilisée afin d’identifier
les principaux composés phénoliques présents dans les fruits étudiés (jus de datte, pulpe,
enveloppe et pépins de raisin et le jus d’orange commercial. Les composés ont été identifiés

en comparant leurs temps de rétention avec les pics des solutions standards.
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L’appareil utilisé est un HEWLETT PACKARD-Series 1100 (Waldbronn, Alemagne).
Les échantillons de I’extrait phénolique de jus de dattes ont subi une centrifugation a 1400
trs/min/10min. Apres filtration, le surnageant est mis dans les vitals a HPLC (le surnageant est
filtré a travers des filtres de 0.45um : Millipore, Tokyo, Japon).
Longueur d’onde : 270 nm ; le volume des solutions standards a injecter est 10 pl
La solution Blanc est le méthanol (100 %)
Solutions ¢luantes : H2O milli-Q (TFA 0.1% ; acétonitrile (TFA 0.05%)
Volume de I’échantillon a injecter : 30 pl
Type de la colonne : Inertsil ODS-5 C-18 (Waters, Milford, MA, USA).
Les solutions standards pour I’analyse des dattes (acide vanillique, acide P-coumarique, acide
férulique, acide gallique et 1’acide 4-hydroxybenzoique) sont préparées par dilution dans le
méthanol (méme solution qui a servi de blanc) a raison de 100 pg/mL (Majio et al., 2008).

L’analyse compléte d’un échantillon a duré 56 mn.

11.7.2. Analyse chromatographique dejusd’orangeindustriel et deraisin

Les échantillons ont ét¢ analysés par UHPLC-MS / MS (séries UHPLC-1290 et
6460QqQ-MS / MS, Agilent Technologies, Waldbronn, Allemagne). La teneur en flavanones
individuelles des échantillons de jus d’orange industriel a été déterminée en utilisant des
¢talons externes (naringenin-7-0-rutinoside, hesperetin-7-O-rutinoside, naringenin-7-0-
glucoside, hesperetin-7-0O-glucoside, isosakuranetin-7-O-rutinoside, = naringenin,

homoeriodictyol, hesperetin et I'isosakuranetin).

Brievement, un volume (10 mL) de chaque échantillon a été centrifugé a 4500xg
pendant 10 min pour séparer le surnageant et le culot. Une aliquote du surnageant (1 mL) a
été¢ filtrée a travers un filtre PVDF Millex de 0,45 pum (Millipore, Tokyo, Japon) et
directement injecté (10 uL) dans 1'équipement. Le culot a ensuite été extrait avec du DMSO
(500 pL) et a été filtré a travers un filtre PVDF Millex de 0,45 um et injecté directement (10
pL) dans l'appareil.

La séparation des analysas a été réalisée sur une colonne C18 (150 mm x 2.1mm,
1.7um, Waters, Milford, MA, USA) en utilisant une phase mobile constituée de deux solvants
AetB:

Solvant A = mélange eau / acide formique 99.1/0.1 : V/V).
Solvant B = mélange acétonitrile / acide formique (99.1/0.1: V/V)
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[1.8. Procédure et conditions de fermentation du jus de dattes et du jusd’ orange
industriel espagnol « Don Simon »

L'objectif principal de cette partie de 1’étude est de caractériser le profil des composés
bioactifs et voir si la fermentation alcoolique peut influencer le contenu phénolique et
I’activité antioxydante, tout en étudiant leur évolution au cours de la progression de la

fermentation.

[1.8.1. Fermentation du jus de dattes

Le jus de dattes Deglet-Nour algérienne a été fermenté par la souche Saccharomyces
cerevisaeVDH2 d’une collection espagnole de souches (CECT: Coleccion Espanola de

Cultivos Tipo).

Au début, 25 mL de ce milieu ont été ensemencés par la souche et incubés a 30°C
pendant 48h sous agitation réguliére. Ce mott a servi a I’ensemencement du milieu principal

de fermentation (250 mL).

Les paramétres mesurés au cours des différentes étapes de fermentation de jus de
dattes sont : les polyphénols et les flavonoides totaux. Les concentrations ont été déterminées

par extrapolation sur des droites étalons établies pour chaque composé analysé.

[1.8.2. Fermentation dejusd’orangeindustriel

L’espéce utilisée dans cette fermentation alcoolique est la levure Pichia kluyveri
issue d’une collection de souches d’origine espagnole a Valence (CECT : Coleccion Espafiola
de Cultivos Tipo). Cette souche a été préalablement testée sur le plan de ses performances de
croissance en présence de diverses sources carbonées et en particulier sur milieu a base de jus
d’orange. Le paramétre «niveau de remplissage du fermenteur » ¢équivalent a
approximativement 82 % a aussi préalablement été déterminé comme étant optimal pour le
bon déroulement de cette fermentation qui a été effectuée en anaérobiose sans agitation et a

20°C pendant 15 jours.

Les paramétres mesurés au cours des différentes étapes de la fermentation de jus
d’orange sont la concentration en polyphénols totaux, les flavonoides et les flavanones totaux
ainsi que D’activité antioxydante. Les concentrations ont été déterminées par extrapolation sur

des droites étalons établies pour chaque composé analysé.
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[1.9. Analyse statistique desrésultats

Les résultats obtenus ont été exprimés sous forme de moyenne + écart type de trois
expériences indépendantes. L'analyse de la variance est effectuée avec le test ANOVA en
utilisant le logiciel R Core Team 2018, R Foundation for Statistical Computing, Vienna,

Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL: http://www.R-project.org.

La comparaison des moyennes est effectuée a un seuil de 5%. La différence est considérée

comme significative si P < 0.05.
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Chapitre II1. Résultats & Discussion

IIL.1. Teneurs en polyphénols totaux des différentes sources végétales

L’extraction des composés phénoliques est souvent effectuée en utilisant divers
solvants comme I’eau, les solvants organiques ou encore le mélange des deux. L’utilisation
d’un solvant unique peut étre inefficace pour extraire toutes les classes des polyphénols (Shi
et al., 2003). Le choix du solvant dépend a la fois de la nature de la plante et des éléments a
extraire.

Dans une étude sur une plante médicinale d’Asie du Sud-Est, Limnophila aromatica,
Diem Do et al., (2014) avaient testé plusieurs concentrations de différents solvants (eau,
¢thanol, méthanol et acétone) d’extraction des composés phénoliques et avaient constaté que
l'extrait obtenu avec de 1'éthanol pur présentait l'activité antioxydante totale la plus élevée

corrélée avec la plus forte teneur en polyphénols et en flavonoides dosés dans cet extrait.

Dans cette méme optique d’étude de D’efficacité des solvants d’extraction, Iloki
Assanga et al. (2015) ont montré que parmi quatre solvants testés, I’acétone a donné le
meilleur rendement d’extraction des polyphénols de Bucida buceras et Phoradendron
californicum dont ’acitivité antioxydante, mesurée par le test DPPH, s’est révélée la plus

forte.

Les concentrations les plus ¢levées de composés phénoliques totaux et des activités
antioxydantes ont été trouvées dans des mouts de raisins macérés pendant 15 jours (Kokabey
et al., 2016). En général, le rendement d’extraction des polyphénols est positivement corrélé

avec la durée de macération.

II1.1.1. Teneurs en polyphénols totaux de la pulpe de dattes

Les concentrations en polyphénols totaux de tous les échantillons étudiés ont été
déduites a partir d’une régression linéaire (y = ax + b) d’une droite étalon de 1’acide
ferrulique (annexe 1). Deux solvants (I’eau distillée et le mélange acétone-eau : 70V/30V) ont
été utilisés pour extraire les polyphénols totaux a partir de trois variétés de dattes (Deglet-
Nour, Ghars et Ajwa). Le rendement d’extraction des polyphénols (en mg d’équivalent acide

férulique:AFE/100 g de poids frais) a D’eau distillée chaude (60°C) a donné des
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concentrations de 97.16 £ 1.25 pour la variété Deglet-Nour, de 73.81 + 0.81 pour la variété
Ghars et de 64.77 + 0.42 pour la variété¢ Ajwa (tableau 4).

Tableau 4: Polyphénols totaux (mg FAE/100g) de pulpe de datte fraiche de trois variétés de
dattes: Deglet-Nour; Ghars et Ajwa extraits a 1’eau distillée et au mélange acétone-eau

(70/30:V/V).

Variétés de dattes Polyphénols totaux extraits a | Polyphénols totaux extraits au
I’eau distillée chaude (60°C) mélange Acétone/eau
(mg FAE/100g de poids frais | (70/30:V/V)
de pulpe de datte) (mg FAE/100g de poids frais de
pulpe de datte)
Deglet- Nour 97.2+1.25 246 +2,0816
Ghars 73.8 £ 0,81 86.6 £1,06
Ajwa 64.8+ 0,42 81.1+0,88

Dans une étude comparative de rendements d’extraction en polyphénols de dattes
seches et fraiches avec 7 solvants différents, Al- Farsi et al. (2005) ont constaté que le
mélange acétone-eau (70/30 : V/V) était le plus efficace et permettait 1’obtention de la plus

forte activité antioxydante de cet extrait.

Dans la présente expérimentation, ce méme mélange de solvants (acétone/eau : 70/30 :
V/V) a également donné le meilleur rendement d’extraction des polyphénols de la pulpe de
datte Deglet Nour. Cette observation est en accord avec celle de Al-Turki et al. (2010) qui
ont obtenu des concentrations de 507 mg d’équivalent acide gallique: GAE/100g de poids
frais. Par ailleurs, Karasawa et Otani (2012) ont rapporté des teneurs en polyphénols totaux
de 30.07 mg FAE /100 g de poids frais de pulpe de datte. Borchani et al. (2011) ont rapporté
que la teneur en polyphénols totaux de la pulpe d’une vari de datte tunisienne (freeze-drying)

extraits avec 1’acétone/eau (70V/30V) était de I’ordre de 329 mg FAE /100g poids frais.
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Al-Farsi et al. (2005) avaient rapporté que les dattes fraiches constituent une bonne
source d’antioxydants en les comparants avec les variétés séches. Ces mémes auteurs ont

rapporté des valeurs de polyphénols totaux situées entre 134 et 280 mg FAE/100g poids frais.

La majorit¢ des auteurs ont confirmé qu’il y a une diminution de la teneur en
polyphénols totaux de dattes selon le stade de maturation. Selon Allaith (2008), cette teneur
était de 196.8 et 116.7 mg FAE/100g de pulpe de datte fraiche. Cet auteur a rapporté que les
concentrations les plus élevées en acides férulique et p-coumarique sont une caractéristique

spécifique de la datte.

Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par Al-Farsi et al. (2005) ; Brad
(2008) ; Behija Safi et al. (2009) ; Borchani et al. (2011) ; Benmeddour et al. (2013) et
Kchaou et al. (2013) qui ont quantifié¢ les polyphénols totaux dans la datte le raisin, I'oignon
et la pomme. Par ailleurs, le contenu phénolique total dans les dattes fraiches est six fois plus

¢levé que dans les dattes seches (Yasin et al. 2015).

II1.1.2. Teneurs en polyphénols totaux de raisin

Pour chaque variété analysée, les polyphénols totaux ont été dosés pour les trois
parties du fruit : peau, pulpe et pépins. Les teneurs en polyphénols totaux de peau, de pulpe et
de pépin de différentes variétés de raisins rouges : (GN) (Lloar et Porrera) ; (CS) (Mediona,
Nerola) et Merlot (MT) (Tremp, Mediona, Penedes) et blancs : Chardon (CH) (T et JL) sont

mesurées suivant une droite étalon (Annexe 2) et sont reportées sur les figures 8, 9 et 10.

Les figures 8, 9 et 10 montrent que quelque soit la partie de raisin considérée (peau,
pulpe ou pépin), les teneurs en polyphénols totaux dans le raisin rouge étaient
significativement plus €levées (p< 0.05) que celles du raisin blanc. La peau de raisin rouge C
S renferme la teneur la plus élevée en polyphénols totaux (1588.24+65.84 mg GAE/100g du
poids frais).

Les variétés de raisins blancs sont beaucoup moins riches en polyphénols totaux
(154.61+ 11.97 pour la variété Chardon). Le méme constat peut étre fait pour les polyphénols
totaux de la pulpe et de pépin du raisin rouge qui sont présents en plus grande quantité par

rapport a ceux du raisin blanc.
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Figure 8 : Polyphénols totaux de peau de raisins rouge et blanc mesurés par la méthode

de Folin-Ciocalteu et exprimés en mg GAE/100 g du poids frais des raisins rouges et blancs.
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Figure 9 : Polyphénols totaux de pulpe de raisins rouge et blanc mesurés par la

méthode de Folin-Ciocalteu et exprimés en mg GAE/100 g du poids frais de pulpe

Nos résultats sont analogues a ceux de Shi et al. (2003) qui avaient rapporté que
quelque soit la variété¢ de raisin, I’extrait phénolique total dans ce fruit est représenté par

seulement 10% ou moins dans la pulpe, 60 a 70 % dans le pépin et 28 a 35% dans la peau.
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Ces mémes auteurs ont rapporté que ce contenu phénolique dépend de différents facteurs tels

que les conditions climatiques, le site de vie de la plante et les stades de maturation du fruit.

Les teneurs en composés phénoliques totaux de raisin mesurées dans la présente étude
sont beaucoup plus élevées que celles rapportées par Katalinic et al. (2010) pour le raisin
rouge (875« 3.62 mg GAE/100g de poids frais) et blanc (185.1 = 10. 89 mg GAE/100g de
poids frais).
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Figure 10 : Polyphénols totaux de pépin de raisin rouge et blanc mesurés par la
méthode de Folin-Ciocalteu et exprimés en mg GAE/100 g du poids frais de pépins.

Les teneurs en composés phénoliques totaux de raisin rouge mesurés dans ce travail et
exprimées en GAE/100g du poids frais) pour la peau (1588.24+65.84) et pour la pulpe
(42.67+ 3.1) sont plus ¢levées que celles publiées par Singha et Das (2015) pour le raisin
rouge de variété Red globe (peau: 140.67 £ 9.26 et pulpe: 38.67 £ 2.6 mg GAE/100g du poids
frais).

Nile et al. (2013) ont rapporté la variation inter-variétale du contenu phénolique total
de la peau de raisin rouge : plus de 400mg/100g chez la variété Flouxa, plus de 300mg/100g
chez les deux variétés Campbell Early et Tamnara et plus de 250mg/100g chez deux autres
variétés Globe et Seedless et moins de 60mg/100g chez les variétés Italia et Delaware.

Nile et al. (2013) ont défini des fourchettes de valeurs valables pour la pulpe ou la

peau de différentes variétés de raisin qui s’étalent de 47.6 a 310 mg d’équivalent acide
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gallique / 100 g de poids frais pour les polyphénols et de 46.6 a 73.33 mg d’équivalent

catéchines/100g de poids frais pour les flavonoides.

Jiang et Zhang (2012) ont comparé les composés phénoliques et les propriétés
antioxydantes des vins de Cabernet sauvignon et de Merlot de quatre régions viticoles en
Chine ; ils ont conclu que leur teneur en composé€s phénoliques et leur pouvoir antioxydant
dépendaient de la région viticole. Selon ces mémes auteurs, les teneurs en polyphénols totaux
varient de 1129.8 a 2710.4 mg GAE / L dans le vin Cabernet sauvignon et de 860.2 a 1 656.5
mg GAE / L dans le vin Merlot.

Par ailleurs, Nile et al. (2013) trouvent que la forte teneur en composés phénoliques du
vin rouge est due a l'incorporation de la peau dans le jus de raisin en fermentation pendant la
production. Les composés phénoliques représentent le troisiéme constituant le plus abondant

dans les raisins apres les glucides et les acides.

Une autre étude, celle de Doshi et al. (2015), a rapporté des teneurs élevées en
polyphénols totaux (95.8mg/mL), en flavonoides (30.5mg/mL) et en flavan-3-ols (21.8
mg/mL) des extraits de pépins ; ainsi qu’en anthocyanes totaux (4.9 mg/mL) d’extraits de

peau de la variété de raisin rouge « Pusa Navarang ».

Selon Jinlu Li et al. (2016), la variabilité de la teneur en anthocyanes est plus faible
sous le climat méditerranéen ou la température est plus élevée et les précipitations rares. Les
facteurs environnementaux comme la lumiére du soleil, la température et I'humidité de 'air
auxquels la peau des baies est directement exposée varient plus fréquemment. Des impacts
climatiques supplémentaires sur les composés phénoliques peuvent influencer la relation
positive entre l'exposition au soleil et I'augmentation de l'accumulation de flavonols. Ces
auteurs ont conclu aussi que la teneur en composés phénoliques augmente avec la densité de

raisins sur la grappe.

I11.1.3. Polyphénols totaux de la pulpe et du noyau de I’olivier

La concentration en polyphénols totaux est déterminée grice a une régression de
I’équation de la droite y = 0,0772 x + 0,0052 avec R? = 0,9824 et est exprimée en mg
d’équivalent acide gallique (GAE)/ 100 g du poids frais (Annexe 3).
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Dans cette étude, deux solvants ont été utilisés pour extraire les polyphénols a partir des
olives, I’acétate d’éthyle et le méthanol. Les teneurs les plus élevées en composés phénoliques

des échantillons d’olive ont été extraits a I’acétate d’éthyle et sont indiquées sur la figure 11.

Il apparait que la variété d’olive sigoise renferme nettement plus de polyphénols que la
variété chemlal dans la pulpe (103.77 + 5,042 vs 49.79 + 3.04 mg GAE/100g de poids frais) et
dans le noyau (111.12 £0.91 vs 79.37 + 1.57 mg GAE/100g de poids frais).

La Concentration en composés phénoliques totaux (mg GAE/100g poids frais) et en
flavonoides (mg QE/ 100 g poids frais d’extrait) contenus dans I’extrait de feuilles de Olea
europaea L. et de Callus Culture cv. corbabra est, respectivement, de 31.7 et de 5.5
(Rodriguez-Hernandez et al., 2018).

Ces différences dans les résultats peuvent étre dues a la variabilité dans les composés
phénoliques des différentes variétés d’olive ou certaines molécules peuvent exister en
concentration ¢levée dans une variété et non dans une autre (Talhaoui et al., 2015).

Une autre étude réalisée par Dekdouk et al. (2015) sur deux variétés d’olive (Sigoise et
Coratina) a rapporté des concentrations respectives en polyphénols totaux de 147.13 + 6.94 et

290+ 13.21 mg GAE/100g du poids frais.

Nos résultats sur les teneurs en polyphénols totaux des variétés d’olive sont situés dans
I’intervalle des résultats rapportés par Burri et al. (2017) (89 a 153 mg GAE/100g du poids
frais) et par Kouka et al. (2017) (30-351 mg GAE/ 100g poids frais).

Chapitre I11. Résultats et discussion Page 37



Zerrouki K. (2020).Profil phénoligue de quelques végétaux et pouvoir antioxydant. Thése de doctorat.Univ-Mostaganem

120
'§ 100 ~
[3am}
2
g 80 A
Q
kS
& 60 +
=
S 40 A
g
= 20 1
g
=z 0
S PC NS
O
=
5
:O Echantillons d'olive: Pulpe m noyaux =
PS: pulpe sigoise; PC: pulpe chemlal; NS: noyaux sigoise; NC: noyaux chemlal

Figure 11: Polyphénols totaux extraits a I’acétate d’éthyle (mg GAE/100 g de poids frais) de

pulpe et de noyau des deux variétés d’olivier : Sigoise et Chemlal.

L’effet bénéfique de I’olivier a été étudié par Gorzynik-Debicka et al. (2018) qui ont
montré que I’extrait phénolique des feuilles de 1’olivier est capable d’abaisser la tension
artérielle chez les animaux et d’augmenter le flux sanguin dans les artéres coronaires. Ces
auteurs ont mené en parallele des essais sur des volontaires humains auxquels ils ont
administré 500 mg de polyphénols de feuilles d’olivier a raison de deux fois /jour et ont
constaté une efficacité dans 1’abaissement de la tension artérielle plus élevée que celle de

médicaments classiques utilisés a cet effet.

Dans le méme contexte, Saibandith et al. (2017) ont rapport¢ que lorsque les
polyphénols d’olivier sont consommés a des doses appropriées, ils induisent une réduction
marquée de la pression artérielle chez les sujets hypertendus. Ils induisent également une
amélioration de la glycémie dans le prédiabéte et une amélioration des marqueurs de la
peroxydation lipidique.

II1.1.4. Teneurs en polyphénols totaux du jus d’orange traditionnel (orange pressée) et

industriel.

Les teneurs des extraits aqueux en polyphénols totaux des jus d’orange artisanal (orange
pressée) et industriel obtenues dans ce travail sont, respectivement, de 1’ordre de 56.633 +

3.008 et 44.966 + 2.99 mg GAE/100 mL. Le jus d’orange traditionnel renferme 2 fois plus de
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polyphénols totaux que celui analysé¢ par Zamantha et al. (2010) (28.55+ 9 mg GAE/100
ml).

Le contenu phénolique total extrait par le mélange éthanol-eau de jus d’orange
traditionnel et industriel est, respectivement, de I’ordre de 89.8 £3.61 et a 76.933 £ 1.77 mg
GAE/100 mL de jus. Les résultats du contenu phénolique d’extraits aqueux (H20), du
méthanol-eau (MTOH) (80 :20) et éthanol-eau (ETOH) (80 :20) sont représentés sur la figure
12.

Le rendement d’extraction des polyphénols totaux de jus d’orange traditionnel et
industriel par le solvant méthanol-eau (80:20) a été évalué respectivement a 68.520 = 0.90 et a
63.633 + 0.68 mg GAE/ 100 mL de jus. En revanche, Hegazy et Ibrahium (2012) avaient
considéré que 1’éthanol pur était un solvant d’extraction des polyphénols totaux de jus

d’orange aussi efficace que le méthanol pur.

Dans cette étude, les concentrations les plus ¢élevées en—polyphénols totaux ont été
obtenues par le mélange des solvants éthanol:eau pour les deux extraits d’orange
(traditionnel et industriel) (fig. 12 et 13). Le contenu phénolique total de 1’extrait éthanol-eau
de jus d’orange industriel est de 79.3 = 0.50 mg GAE / 100 mL. Ce résultat est comparable
avec les résultats de Tounsi et al. (2011) qui ont rapporté des valeurs de 78.467 mg GAE /100

mL de jus de la variété d’orange Citrus aurantium (L.) extrait par le mélange éthanol/eau.

Yamile et al. (2017) ont rapporté que la variété d’orange a une influence significative (P
<0,005) sur le contenu phénolique total qui variait de 52.1 £ 6 (Campbell Valencia) a 80 £11

mg d'acide gallique / 100 mL (Lane Late Navel). Cette influence significative (P <0,005) a
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Figure 12: Contenu phénolique total (mg GAE/100mL) d’extraits aqueux (H20), éthanol-eau
(ETOH) (80/ 20 : V/V) et méthanol-eau (MTOH) (80/ 20 : V/V) du jus d’orange traditionnel

(orange pressée).

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Polyphénols totaux
(mg GAE/100 ml de jus)

Jus d'orange industriel extrait par différents solvants

Figure 13: Contenu phénolique total (mg GAE/100mL) d’extraits aqueux (H20), méthanol-
eau (MTOH) (80 :20) et éthanol-eau (ETOH) (80 :20) de jus d’orange industriel.
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¢été enregistré aussi lorsqu’ils ont étudié l'activité antioxydante par la méthode ABTS de

jus de ces deux variétés d’orange.
I1 est prudent de lire ces valeurs avec un regard critique tourné vers la reproductibilité
des manipulations et au manque de lisibilit¢ dans le mode d’expression des résultats qui sont

parfois indéchiffrables dans certaines publications.

La teneur en polyphénols totaux de I’extrait éthanolique de jus d’orange industriel
(79.3 mg/100mL) est supérieure a celle rapportée par Canterino et al. (2012)
(13.5mg /100mL) pour le jus d’orange. Le contenu phénolique total des jus naturels

fraichement pressés est compris entre 36.1 et 114.7 mg /100mL (Rapisarda et al., 1999).

L’optimisation d'une méthode d'extraction des polyphénols de la pulpe d'orange
douce (Citrus sinensis L.) a été étudiée aussi par Iglesias-Carres et al. (2019), qui ont
rapporté que les teneurs en polyphénols les plus élevées (20 mL/g) ont été obtenues par des
extractions a chaud (55°C) utilisant des mélanges de solvants méthanol-eau (90V/10V) ou
¢thanol-eau (90V/10V).

Le jus d'orange industriel se distingue par sa haute densité nutritionnelle et sa
faible teneur énergétique par rapport aux autres jus et boissons non enrichis (Rampersaud,
2007). Le jus d’orange industriel contient plus de 60 composés phytochimiques
biologiquement actifs, en 1’occurrence des composés phénoliques, des pigments caroténoides

et de la mélatonine (Tounsi et al., 2011).

Les principales familles de composés phénoliques présentes dans le jus d’orange sont
les flavanones, les flavones et les acides hydroxycinnamiques (Gil-Izquierdo et al., 2001 ;
Abad-Garecia et al., 2012). Les acides benzoiques ont également été identifiés dans le jus

d'orange (Swatsitang et al., 2000).

Une étude menée par Tounsi et al. (2011) sur le jus industriel a montré une différence
variétale de 1’orange dans le contenu phénolique du jus extrait de deux variétés d’orange
distinctes qui a été estimé a 25.5 et a 78.4 mg/100mL chez Citrus Snensis et Citrus
aurantium, respectivement. Selon ces auteurs, le contenu phénolique total du jus d’orange
peut varier en raison des différences inter-espéces et variétales d’orangers, ainsi que celles

dues a la maturité des oranges et aux procédés technologiques utilisés pour obtenir le jus.
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Klimczak et al. (2007) ont rapporté des teneurs en polyphénols totaux de deux jus
d’orange (deux marques différentes) industriels de 68.4 et 63.5 mg/100 mL; alors que le
niveau de ces teneurs dans les jus traditionnels fraichement pressés fluctuent entre 36.1 et

114.7 mg/100mL (Rapisarda et al., 1999 ; Seeram et al., 2008).

II1.2. Teneurs en anthocyanes de la pulpe de datte

Les résultats de dosage des anthocyanes dans les extraits phénoliques des trois
variétés de dattes (exprimés en mg cyanidine 3-glucoside équivalent /100g poids frais)
indiquent des valeurs de ’ordre de 0.91 + 0.14 pour Deglet-Nour, 0.84 + 0.04 pour Ajwa et
0.56 + 0.09 pour Ghars. La comparaison des moyennes en anthocyanes extraites a 1’acétone
de la pulpe de trois variétés de dattes fraiches ont montré des différences significatives (p <
0,05) entre les variétés Ajwa et Ghars surtout. Ces résultats sont analogues a ceux rapportés
par Al-Farsi et al. (2005) (0.24 a 1.52 mg cyanidine équivalent /100g de poids frais de pulpe
de dattes).

Ces auteurs précisent que c’est la variété de datte « Khasab » qui est la plus riche en
anthocyanes (1.52 mg équivalent cyanidine/100g de poids frais de pulpe), suivie de la variété
« Fard » (0.92 mg équivalent cyanidine/100g de poids frais de pulpe) et de la variété¢ Khalas
(0.24 mg équivalent cyanidine /100 g de poids frais de pulpe).

Selon ces mémes auteurs, ces différences de concentrations en anthocyanes sont
directement liées a la couleur de chaque variét¢ de dattes étudiée. Les dattes de variété
« Khasab » et « Fard » sont de couleur rouge et la variété « Khalas » de couleur jaune due a la

présence d’une forte teneur en caroténoides.

Les teneurs en anthocyanes mesurées pour les trois variétés de dattes dans le présent
travail (0.91 £ 0.145, 0.84 = 0.040 et 0.56 = 0.089 mg équivalent cyanidine /100 g du poids
frais) sont comparables a celles rapportées par Samad et al. (2016) pour la variété de datte

« mabroom » (0,54 £+ 0,15 mg équivalent cyanidine / 100 g poids frais).

En revanche, ces auteurs rapportent des teneurs en anthocyanes (3.18 + 1.40 mg

équivalent cyanidine/100 g poids frais) chez la variété de datte « mariami » 3.5 a plus de 5.6

Chapitre I11. Résultats et discussion Page 42



Zerrouki K. (2020).Profil phénoligue de quelques végétaux et pouvoir antioxydant. Thése de doctorat.Univ-Mostaganem

fois plus ¢élevées que celles trouvées dans ce travail. Ces auteurs ont rapporté¢ aussi que
I’évolution quantitative des extraits d’anthocyanes et de polyphénols de la pulpe de dattes au
cours de 5 semaines de stockage a 20 et 4°C a montré une nette augmentation aux deux
températures d’entreposage. Il en a ét¢ de méme en ce qui concerne ’activité antioxydante
des extraits. Selon Samad et al. (2016), I'augmentation de la teneur en anthocyanes au cours

du stockage de l'extrait pourrait étre associée a la diminution du pH de 1'extrait.

Certains composés anthocyaniques tels que la cyanidine-3-glucoside et la pétanine
existent principalement sous une forme cationique désignée « flavylium » a des pH compris
entre 1 et 3 ou au moins 90% de la couleur restait stable pendant 60 jours. Cette stabilité
pourrait également étre due a la présence de proanthocyanines de couleur stable résultant de la
réaction des anthocyanes avec d'autres composés tels que 'acide cinnamique, qui prévaut dans

les fruits du palmier dattier (Wu et al., 2018).

En dehors de ces hypothéses, I'augmentation considérable des anthocyanes dans I'extrait
pourrait également étre due a une auto-association, une co-pigmentation et une acylation. En
d'autres termes, a plus basse température, les réactions chimiques entre les anthocyanes et les

acides cinnamiques sont généralement plus lentes (Guimaraes et al., 2018).

Néanmoins, hypothétiquement, le degré d’association et d’empilement des anthocyanes
peut entrainer des différences significatives entre les augmentations de la teneur en

anthocyanes (Guimaries et al., 2018).

II1.3. Résultats de I’activité antioxydante des extraits phénoliques des différents fruits

I11.3.1. Activité antioxydante d’extraits phénoliques de pulpe de dattes

Les résultats de 'activité antioxydante d’extraits phénoliques de pulpe des trois variétés de
dattes mesurée par la méthode de I’ORAC-FL indiquent que c’est I’extrait de pulpe de la
variété Deglet-Nour qui exerce le pouvoir antioxydant le plus élevé (5379.66 + 191.70
uMoles trolox / 100 g de poids frais) par rapport aux extraits des variétés Ajwa (4041 +
160.72) et Ghars (2709 + 71.29).
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Selon les travaux de Takaedi et al. (2014), l'activité antioxydante (exprimée en pMoles
Trolox / 100g poids frais) des variétés Deglet-Nour et Khouet Kenta mesurée par la méthode
ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) était de 1'ordre de 1148.11 et
de 866.82, respectivement. Benmeddour et al. (2013) ont rapporté que I’extrait phénolique
de pulpe de la variété Deglet-Nour inhibait 60% du DPPH en comparaison avec le taux

d’inhibition de 52.02 % obtenu avec la variété Hemeira.

L'activité antioxydante (exprimée en mg d’équivalent acide ascorbique/100g de poids
frais) de la variété Deglet-Nour évaluée par la méthode DPPH s’est révélée égale a 230 selon
Mrabet et al. (2012) et a 108.98 d’apres Kchaou et al. (2013). Par ailleurs, il a été rapporté
que la capacité antioxydante totale (exprimée en pMoles équivalent Trolox (TE)/100 mL) du
jus d'orange (192) et du thé vert (497) évaluée par la méthode DPPH est beaucoup plus
faible que celle mesurée par I’ORAC-FL pour ces mémes boissons (690 et 537,
respectivement). La capacité antioxydante totale d'un aliment peut refléter les effets cumulés

de tous les antioxydants plutot que celle d’un seul antioxydant (Tabart et al., 2009; 2010).

Le pouvoir antioxydant d’extraits de pulpe de datte a ét¢ déterminé par plusieurs
méthodes et exprimée de différentes manieres.

- Expression en % de DPPH inhibé : datte Deglet-Nour : Awad et al. (2011) : 40 a 50,
Hasan et al. (2010): 87.66 a 94.69, Kchaou et al. (2013): 108.98 + 5.3,
Benmeddour et al. (2013) : 60 = 1.4, Mohamed et al. (2014) : 24.5 a 58.5. Datte
séche : Shahdadi et al. (2015) : 45

- Expression en pMoles trolox/100g de poids frais de datte Deglet-Nour :

e Selon le test DPPH : datte Deglet-Nour: Behija Safi et al. (2009): 15.3
e sclon le test ABTS: datte Deglet-Nour : Allaith et al. (2012): 121.76 £ 0.31
- Expression en uMoles FeSO4/100g de poids frais selon le test FRAP: datte Deglet Nour :
Allaith et al. (2012): 3.48 +0.05 ; Baliga et al. (2011) : 3.66 a 5.49.
- Expression en pg d’équivalent acide ascorbique/100g poids frais : datte saoudienne

variétés « sukari » et khalas : Al Asmari et al. (2017) : 105.99 et 90.81.

Toutes ces valeurs de I’activité antioxydante de dattes fraiches ou séches rapportées
par ces auteurs restent toujours inférieures a celles mesurées par la méthode de ’ORAC-FL

dans la présente étude (5379.66 + 191.70, 4041 £+ 160.72 et 2709 + 71.29 uMoles
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Trolox/100g de poids frais pour les trois variétés de dattes : Deglet-Nour, Ghars et Ajwa,

respectivement).

II1.3.2. Activité antioxydante des extraits phénoliques de raisin

Les résultats de I’activité¢ antioxydante des extraits phénoliques aqueux de peau,
de pulpe et de pépins de raisin sont indiqués sur les figures 14, 15 et 16 et sont donnés en p
Moles /mL. Selon Burin et al. (2014), I’activité antioxydante des variétés Cabernet
Sauvignon et Chardonay est corrélée au contenu en composé phénolique majeur qui est le
trans-resveratrol. Sur la figure 14, les valeurs les plus élevées de 1’activité antioxydante de la
peau de raisin mesurée par le test DPPH ont été enregistrées pour la variété GP (0.299 +

0.000 p Moles /mL).

Dans la présente expérience, une faible activité antioxydante (0.176 + 0.001 p
Moles /mL) a été enregistrée avec I’extrait phénolique de peau de raisin blanc de variété
blanche Chardon CL ; ce résultat est analogue a celui (0.180 + 0,002 p Moles /mL) rapporté

par Wen et al. (2016) pour cette méme variété de raisin blanc.

Les valeurs de DPPH augmentent selon la densité de raisins et que cette variabilité
dans la capacité antioxydante est principalement due au génotype de la variété de raisin qui
peut avoir un impact profond sur la composition phénolique et les propriétés antioxydantes

des extraits de raisins (Sridhar et Charles, 2019).

Les valeurs de DPPH augmentent selon la densité de raisins et que cette variabilité
dans la capacité antioxydante est principalement due au génotype de la variété de raisin qui
peut avoir un impact profond sur la composition phénolique et les propriétés antioxydantes

des extraits de raisins (Sridhar et Charles, 2019).
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Figure 14 : Activité antioxydante d’extraits de peau de différentes variétés de raisin rouge
et blanc mesurée par le test de DPPH. Les résultats sont exprimés sous forme de
moyenne + 1’écart type
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Figure 15: Activité antioxydante mesurée par le test de DPPH de la pulpe des variétés de
raisins rouges et blancs. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + I’écart type

Liu et al. (2016) ont mesuré le pourcentage d’inhibition de DPPH par les extraits
phénoliques aqueux de peau de 4 variétés de raisins rouge et ont trouvé qu’il varie de 44 a

58% ; ce qui est bien supérieur a celui rapporté chez la variét¢é Ruby Seedless (12.5 p Moles
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/mL), mais inférieur a celui trouvé chez la variété Hongiseul (60.2%). L’activité antioxydante
des extraits phénoliques de peau de raisin rouge mesurée par le test de DPPH a été estimée a

0.44 n Moles /mL (Das et Singha, 2014).

Les résultats de 1’activité antioxydante (DPPH) des extraits phénoliques de la pulpe des
variétés de raisins étudiées sont illustrés par la figure 15. La plus forte activité (0.81 + 0.006 u
Moles /mL) a été enregistrée pour la variété de raisin rouge Garnatxa (GL) ; alors que la plus
faible activité antioxydante (0.41 + 0.000 p Moles /mL) I’a été pour la pulpe de la variété
blanche Chardon(CH-GL).

Les valeurs de DPPH augmentent selon la densité de raisins et que cette variabilité
dans la capacité antioxydante est principalement due au génotype de la variété de raisin qui
peut avoir un impact profond sur la composition phénolique et les propriétés antioxydantes

des extraits de raisins (Sridhar et Charles, 2019).

Liu et al. (2016) ont mesuré le pourcentage d’inhibition de DPPH par les extraits
phénoliques aqueux de peau de 4 variétés de raisins rouge et ont trouvé qu’il varie de 44 a
58% ; ce qui est bien supérieur a celui rapporté chez la variété Ruby Seedless (12.5%), mais

inférieur a celui trouvé chez la variété Hongiseul (60.2%).

Singha et al. (2015) ont rapporté que, généralement, les extraits phénoliques de la
pulpe de raisin manifestent une plus grande activité antioxydante par rapport a ceux de la peau
de raisin ; et a titre d’exemple la variété de raisin Hongiseul assure 84.5% d’inhibition du

radical DPPH.

Les résultats de I’activité antioxydante des extraits phénoliques de pépins de toutes les
variétés ¢tudiées mesurée par le test de DPPH sont reportés sur la figure 16 qui montre que la
plus forte activité (0.14 + 0.00 en p Moles /mL) a été enregistrée pour la variété Cabern
sauvignon (CN) ; alors que la plus faible 0.10 = 0.00) 1’a été chez la variété Chardonnay (CL).

Cette caractéristique de 1’extrait phénolique de pépins de la variété Chardon
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Figure 16: Activité antioxydante mesurée par le test de DPPH des pépins des variétés de

raisins rouges et blancs. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + ’écart type

comme ayant un faible pouvoir antioxydant a aussi ¢été mise en relief par Wen et al. (2016)
qui ont étudié le profil phénolique et la caractérisation des huiles de pépins de différentes

variétés de raisins Chinois.

Ainsi, ils ont rapporté que les extraits phénoliques de pépins de raisins rouges chinois
de la variété Vitis amurensis avaient la plus grande capacité de réduction du DPPH ; tandis

que la variété blanche de Chardon affichait la plus faible capacité.

Les extraits phénoliques de pépins de raisin possedent une activité antioxydante
supérieure a celle d’autres agents antioxydants tels que la vitamine C, vitamine E et le -
carotene (She et al., 2003). Les phénols de pépins de raisin ont le pouvoir d’inhiber
I’oxydation du mauvais cholestérol (celui des LDL) et 1’agrégation plaquettaire (She et al.,
2003).

L'huile de pépins de Chardon (variétés blanches) sont les plus faiblement pourvus en
stérols, vitamines E et en composés phénoliques ; ce qui les classe parmi les plus faibles

antioxydants (Nile et al., 2013).
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Ces auteurs avaient constaté que le marc de raisins de Vitis amurensis, Vitis davidii et
Cabernet sauvignon constituait une bonne source d’huile de pépins de raisin de haute qualité
avec une valeur nutritionnelle supérieure, telles que des teneurs relativement plus élevées en

vitamine E et en composés phénoliques totaux.

La présence des composés phytochimiques et d'autres composés fortement bioactifs
tels que les composés polyphénoliques dans la peau et la pulpe de raisin constitue une source
potentielle en nutraceutiques pouvant servir comme compléments alimentaires (Nile et al.,

2013).

II1.3.3. Activité antioxydante des extraits phénoliques de jus d’orange

Dans la présente expérience, I’activité antioxydante des extraits phénoliques du jus
d’orange industriel déterminée par la méthode de ’ORAC-FL se situe entre 6040.09 et
9360.34 uMoles Trolox/100mL de jus d’orange; ce qui est comparable a ce qui a été rapporté
(6820 n Moles Trolox/100mL de jus d’orange) par Wang et al. (2008).

Parmi trois espéces du genre Citrus (C. sinensis, C. anrantifolia et C. limonum),
Raouf et al. (2014) ont utilisé le test de DPPH pour évaluer le pourcentage de piégeage du
DPPH a 84.81% avec C. sinensis et a 80.05% avec C. anrantifolia, utilisées toutes les deux a
une concentration de 10% (P/V) (i.e 100 pg / mL). En revanche, la troisieme espece (C.

limonum) a présenté une activité antiradicalaire limitée.

Tounsi et al. (2011) ont rapporté des valeurs trés élevées (96.10%) d’inhibition de
DPPH pour un jus de Citrus aurantium qui est une variété d’orange amére. Ferlazzo et al.
(2015) ont montré que les flavonoides inhibent les effets prooxydants de H2O: sur les cellules
¢épithéliales du poumon. Ces auteurs ont confirmé le role des flavonoides de l'orange dans le
traitement des troubles liés au stress oxydatif; ce qui a ouvert la voie a de nouvelles
approches thérapeutiques pour se protéger contre les 1ésions oxydatives dans les maladies
pulmonaires, et évaluer l'efficacité de ces extraits in vivo.

I11.4. Résultats de I’analyse des composés phénoliques par HPLC

Les composés phénoliques présents dans les différents fruits étudiés ont été identifiés
par une analyse HPLC ou on procede a la comparaison des temps de rétention et des spectres

de masse des différents composés a ceux des étalons de référence.
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I11.4.1. HPLC des extraits phénoliques aqueux de pulpe de dattes

Le fractionnement des composés phénoliques de dattes a montré, dans un ordre
quantitatif décroissant, la prédominance des acides férulique(AF), coumarique (AC), gallique
(AG), hydroxybenzoique (AHB) et vanillique (tableau 5). Plusieurs recherches ont rapporté
que les dattes sont riches en acides phénoliques (Saleh et al., 2011; Benmeddour et al.,
2013; El Souli et al., 2014).).

Dans une étude sur des variétés de dattes saoudiennes, Hamad et al. (2015) ont
rapporté que les principaux acides phénoliques présents étaient I'acide gallique, I'acide p-

coumarique et les dérivés d'acide férulique.

Dans le présent travail, la fraction phénolique majeure contenue dans la variété de
dattes Deglet-Nour est représentée essentiellement par les acides phénoliques (figure en
annexe 5). Ce résultat est comparable a celui rapporté pour d’autres variétés de dattes par
Borochov- Neori et al. (2015) qui ont détecté cinq constituants d'acides phénoliques dans les
variétés Hallawi et Amari, et le composant principal de la fraction phénolique était 1'acide

férulique et une trace d'acide coumarique pour les deux variétés.

La présence de 1’acide féruliquecomme composé majeur a également été rapportée par
Al-Farsi et al. (2005) pour des variétés de dattes d’Oman. Les variétés Deglet-Nour et Ghazi
contenaient de fortes concentrations en acide coumarique (Benmeddour et al., 2013), ce qui
est conforme avec les résultats de la présente étude ou 1’acide coumarique est le deuxiéme

composé phénolique qui vient apres 1’acide férulique (tableau 5).

Dans une étude d’Al-Alawi et al. (2017), la variété Amari contient principalement des
dérivés de l'acide caféique, tandis que l'acide salicylique est le plus abondant pour la variété

Hallawi.

Chapitre I11. Résultats et discussion Page 50



Zerrouki K. (2020).Profil phénoligue de quelques végétaux et pouvoir antioxydant. Thése de doctorat.Univ-Mostaganem

Tableau 5: Les surfaces des pics de composés phénoliques d’extraits aqueux de la datte

Deglet-Nour fractionnés par HPLC.

Composés phénoliques majeurs identifiés | Surface de pics (S) Absorbance en
dans les extraits de pulpe de dattes S =H.4. milliunités d'absorption
Deglet-Nour (mAU)
Acide férulique
9123.37 20.120
Acide coumarique
6560.90 18.689
Acide gallique
3892.8 4.766
Acide 4-hydroxybenzoic
3010.39 12.614
Acide vanillique 1504.41
13.509

Mrabet et al. (2016) ont réalisé¢ le fractionnement des composés phénoliques
majeurs des dattes par HPLC et ils ont rapporté que les acides protocatéchique, vanillique,
gallique, syringique et p-coumarique ont été détectés dans trois variétés différentes de ces

dattes tunisiennes.

I11.4.2. HPLC des extraits phénoliques de peau, de pulpe et de pépins de raisins
Les droites étalons ayant servi a la quantification par extrapolation des différents

polyphénols des extraits sont insérées en annexe 6.

111.4.2.1. HPLC des extraits phénoliques de pépins de raisins

Dans cette étude, trois monoméres de type flavan-3-ol, (+) - catéchine, (-) -
épicatéchine et (-) - épicatéchine gallate, ont été détectés dans les pépins de raisins blancs
récoltés a deux stades végétatifs différents : stades d’avant et d’aprés la maturation. Les
procyanidines (B1, B2 et B3) ont également ét¢ détectés dans les échantillons de pépins

étudiés.
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Quelque soit le stade végétatif, 1’extrait phénolique de raisin blanc se caractérise par la
prédominance des procyanidines B3 suivies des catéchines, des procyanidines B2 et des
épicatéchines (fig. 17). Néanmoins, il faut noter qu’avant le stade maturation, les pépins de
raisin blanc sont plus riches en ces polyphénols. La figure 17 fait ressortir également 1’effet

positif de I’irrigation sur la distribution quantitative de certains polyphénols.

Andjelkovic et al. (2013) ont souligné I’effet du stade de maturation sur le profil
phénolique d’extrait de pépin et de 'activité antioxydante de la variété¢ de raisin Vranac. Ces
auteurs ont rapporté le profil phénolique des pépins (flavan-3-ols comme la (+) - catéchine, (-)
- épicatéchine et procyanidines) et de la peau (quercétine, malvidine-3-glucoside, anthocyanes

et les malvidine-3-0).

111.4.2.2. HPLC des extraits phénoliques de la peau de raisins

Les principaux composés phénoliques de la peau de raisins identifiés par HPLC sont
représentés sur la figure 18. Les résultats reportés sur cette figure ont montré que le profil
phénolique qualitatif et quantitatif des extraits de peau de raisin blanc d’avant et d’apres le
stade maturation du fruit ne présente pas de différence significative (p > 0.05) et se caractérise
par la prédominance de 1’isocatéchine. L’effet irrigation sur ce profil est moins marqué que

dans le cas des extraits de pépins (fig. 18).

Selon Sandhu et Gu (2010), la peau de raisin de la variété « Muscadine
Grapes » contenait des tanins hydrolysables, des flavonoides, notamment des anthocyanes

3,5-diglucosides, de la quercétine, de la myricétine et des glycosides de kaempférol.
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Figure 17: Représentation graphique des composés phénoliques de pépins de raisins (venant
de vignobles irrigué et non irrigué) extraits a 1’éthanol/eau (80/20 : v/v) et analysés par HPLC. Les

concentrations sont données en mg/100g du poids frais.
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Figurel8: Représentation graphique des composés phénoliques de la peau de raisins extraits a
1’éthanol/eau (80/20 : v/v) et analysés par HPLC . Les concentrations sont données en mg/100g du

poids frais.

Obreque-Slier et al. (2013) ont rapporté qu’il y avait prédominance des composés
flavanols pour la peau de la variété blanche Cabernet s. Ce résultat d’identification pour la

peau de raisin blanc est similaire a celui représenté sur la figure 19 de la présente étude ou
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les catéchines (flavanols) représentent la plus grande part parmi tous les composés

phénoliques identifiés avant et aprés maturation.

Andjelkovic et al. (2010) ont signalé la présence d'acide gallique dans les pépins et
les acides caf€ique, ellagique et férulique dans la peau, mais une absence d'acide coutarique et

acide p-coumarique de ces parties du raisin.

Dans le présent travail, les acides phénoliques (comme les acides syringique et
férulique) et le tyrosol (4- 2-hydroxyéthylphénol) sont absents dans les extraits phénoliques
de peau de raisins ; en revanche, les catéchines y sont représentées et en plus grande quantité
au stade d’avant maturation. Les échantillons issus de vignoble irrigué présentent le méme

profil phénolique mais sont plus riches en catéchines (fig. 19).

Le quercétine-3-glucoside est le plus abondant flavonol dans les peaux des
variétés Cabern S, Merlot et Garnatxa n. Les peaux de raisin sont des sources riches en acides
hydroxycinnamiques, flavanols et glycosides de flavonols. Nos résultats sont similaires a ceux
rapportés par Kamerrer et al. (2004). La peau de raisin des variétés rouges est la partie de la
baie qui contient les deux principales classes de polyphénols (anthocyanes et flavonols)
(Guerrero et al., 2009). Il a ét¢ démontré par Shi et al. (2016) que la malvidine et ses
dérivés sont des anthocyanes présents dans la peau de raisins en plus des acides phénoliques

et des flavanols.

111.4.2.3. HPLC des extraits phénoliques de la pulpe de raisins

Les résultats reportés sur la figure 20 laissent apparaitre la présence et la
prédominance des acides hydroxynamiques aux dépens des acides benzoiques qui sont tres
peu représentés dans les extraits phénoliques de pulpe de raisins blancs.

L’acide hydroxynamique majeur présent dans ces échantillons est 1’acide coutarique

suivi de I’acide fertarique et ceci indépendamment du stade végétatif.
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Figure 19 : Représentation graphique des acides phénoliques et des flavanols de la peau de raisins

extraits a 1I’éthanol/eau (80/20 : v/v) et analysés par HPLC . Les concentrations sont données en

mg/100g du poids frais.
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Figure 20 : Représentation graphique des acides phénoliques (hydroxycinnamiques et benzoiques) de

la pulpe de raisins extraits a I’éthanol/eau (80/20 : v/v) et analysés par HPLC . Les concentrations

sont données en mg/100g de poids frais.
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L’acide coutarique, peu présent dans la pulpe de raisin de vignoble non irrigué, se
trouve en plus grande quantit¢ dans les échantillons de plants irrigués. La aussi 1’effet

« irrigation » est visible (fig. 20).

Le profil des flavonols d’extraits de pulpe de raisin blanc révélé par HPLC se
caractérise par la prédominance de I’isoquercétine et la présence a un degré moindre du
quercétine glucoside et du kampferol glucoside (fig. 21). Il est a noter que la maturation du
raisin induit une légére augmentation de ces flavonols. Il en est de méme pour I’irrigation des

vignobles, elle provoque également une augmentation des flavonols (fig. 21).

Les flavanols et les anthocyanidines d’extraits de pulpe de raisin blanc sont
essentiellement représentés par les procyanidines B2 et Blsuivies des catéchines dont la
concentration n’est pas influencée par le stade de maturation du fruit. L effet « irrigation » des

vignobles sur ce profil des flavanols et des anthocyanidines n’est pas accentué (fig.22).

Wein et al. (2017) ont étudié¢ le profil phénolique de cinq variétés de raisins cultivées
aux Etats-Unis et qui ont été transférées dans des emplacements nouvellement adaptés en
Chine. Ces auteurs ont rapporté que la synthése et 1'accumulation de polyphénols dans les
raisins sont influencées par de nombreux facteurs, tels que le génotype, 1'origine géographique
et les conditions environnementales. Le génotype joue un role central dans définition de la

teneur en polyphénols du raisin.

Ces différenciations doivent étre considérées comme un facteur important conduisant
a une augmentation de la photosynthése et par la suite une augmentation du contenu en
flavan-3-ol (flavanols) dans les pépins (Cadot, 2015). Des recherches supplémentaires sont
nécessaires et plusieurs facteurs doivent étre pris en compte simultanément afin de
comprendre le réle de chaque facteur indépendant et / ou mutuels de la biosynthése des acides
phénoliques dans les raisins, en particulier lorsque le réchauffement climatique s’intensifie, ce

qui affecte de nombreuses régions viticoles dans le monde (Ollat et Touzard, 2015).
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Figure 21: Représentation graphique des flavonols de la pulpe de raisins blancs extraits a
I’éthanol/eau (80/20 : v/v) et analysés par HPLC. Les concentrations sont données en mg/100g du

poids frais.
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Figure 22: Représentation graphique des flavanols et des procyanidines de la pulpe de raisin blanc
extraits a 1’¢éthanol/eau (80/20 : v/v) et analysés par HPLC . Les concentrations sont données en

mg/100g du poids frais.
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Les résultats obtenus dans la présente expérience ont montré que les quantités de
composés phénoliques différent d’une variété a une autre, et ce méme pour des échantillons
d’une méme variét¢ de raisin, mais a différentes dates d’échantillonnage (I’état de
maturation). Les différences sont nettes entre les chromatogrammes des différentes parties

étudiées (peau, pulpe ou pépins).

Plusieurs auteurs (Grace-Nirmala et al.,, 2018 ; Tabeshpour et al.,, 2018;
Soleymani et al., 2019 ; Liu et al., 2016 et Ben Youssef et al., 2019), ont rapporté que
I’étude rigoureuse des composés phénoliques, de leur présence, de leur quantité ainsi que de
leurs propriétés antioxydantes aiderait a mieux comprendre les relations qui existent entre la

composition phénolique et la qualité de certains produits consommés comme le raisin.

Tabeshpour et al. (2018) ont étudi¢ les effets protecteurs possibles du raisin et de 1'un
de ses composants biologiquement actifs, le resveratrol (RSV), sur la toxicité de différents

organes induite par les toxines naturelles.

Ben Youssef et al. (2019) ont travaillé sur I’espéce de raisin rouge Vitis vinifera et ont
évalué l'effet neuroprotecteur de I'extrait de pépin (Grape Seed Extract ou GSE) et celui de la
peau (Grape Skin Extract ou GSSE) dans un modé¢le de maladie de Parkinson. Ils ont montré
que le GSSE agit a plusieurs niveaux pour protéger les neurones dopaminergiques de la

dégénérescence.

Dans une autre étude de Grace Nirmala et al. (2018) sur la méme espece viticole, les
polyphénols de peau et de pépin peuvent cibler de manicre sélective les cellules cancéreuses

pour les détruire.

Selon Soleymani et al. (2019), le resveratrol et I’extrait de pépins de raisin GSE ont
des effets bénéfiques sur les affections cutanées telles que l'acné vulgaire, le vieillissement
cutané, ainsi que sur les rougeurs des plaies et du visage. Ces auteurs ont recommandé de
mener davantage d'études cliniques avec des approches de nano-formulation afin d'obtenir des
résultats concluants concernant l'efficacité de ces extraits dans la gestion des maladies de la

peau.
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111.4.3. HPLC des extraits phénoliques du jus d’orange industriel

Dans cette ¢étude, plusieurs composés ont ¢été détectés et quantifiés par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC /MS) du jus d’orange

industriel. Les chromatogrammes sont donnés en annexe 7.

Dans la présente étude, I’analyse chromatographique a montré que les flavanones
constituent le groupe principal des flavonoides et les principaux polyphénols du jus d’orange
industriel.

Le profil en flavanones de ce jus d’orange se caractérise par la prédominance du
naringenin-7-O-rutinoside qui représente a lui seul plus de 52% du total des composés
détectés, suivi de I’hesperetin-7-O-rutinoside (plus de 39%). Ces deux flavanones sont les
constituants majeurs (plus de 91%) des flavonoides du jus d’orange industriel.
L’isosakuranetin-7-O-rutinoside reste faiblement représenté (avec 6.85%) dans les

flavonoides de ce jus d’orange.

Anagnostopoulou et Kefalas (2012) ont déterminé la teneur en flavonoides de cinq
especes d'agrumes (mandarine, sanguine, orange amere, citron et pamplemousse) cultivées en
Grece et issues de variétés d'agrumes analysées pour la premiére fois. Les principaux groupes
de flavonoides présents dans le jus de ces agrumes en fonction des temps de rétention HPLC
des données spectrales ¢étaient les flavanones, flavones O-glycosylées, flavones C-
glycosylées, les flavones OC- glycosylées telles que la saponarine et d'autres dérivés

phénoliques.

I1L.5. Evolution des polyphénols totaux et des flavonoides totaux en fonction
de la durée de fermentation du jus de dattes et du jus d’orange.

I11.5.1. Evolution des polyphénols totaux au cours de la fermentation des jus de
dattes et d’orange.

II1.5.1.1. Polyphénols totaux au cours de la fermentation du jus de dattes.

L’¢évolution des polyphénols totaux au cours de la fermentation alcoolique du jus de
dattes s’est caractérisée par une augmentation progressive durant toute la durée de

fermentation (fig. 23). Il a été enregistré une augmentation de deux fois la valeur initiale qui
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représente plus de 40 % des polyphénols totaux (32.82 £ 1.39 au démarrage de Ia
fermentation pour atteindre 71.26 = 1.66 et 69.50 + 1.36 mg GAE/100mL de jus de dattes.

Cette tendance a I’augmentation de la concentration en polyphénols au cours de la
fermentation a aussi été observée par Alessandro et al. (2008) lorsqu’ils avaient mis des
pommes a fermenter quoique cette augmentation était tres faible (5%) et ne concernait que

deux composés, 1’acide caféique et les catéchines.

Dulf et al. (2015) ont étudié l'effet de la fermentation a 1'état solide de baies de
Sureau (Sambucus ebulus et Sambucus nigra) par Aspergillus niger sur leur contenu
phénolique et leur activit¢ antioxydante. Ces auteurs ont observé une augmentation du
contenu phénolique de 11.11 et de 18.82% au cours de la fermentation des baies de S. ebulus
et de S nigra, respectivement ; et a laquelle est couplée une ¢élévation du pouvoir antioxydant
des extraits méthanoliques des fermentas. L'analyse chromatographique liquide couplée a la
spectrométrie de masse (LC/MS) a indiqué que le cyanidine 3-sambubioside-5-glucoside est

le composé phénolique principal dans les deux résidus de fruits de Sambucus fermentés.

Par ailleurs, Juan et Chou (2010), ont montré que la fermentation a 1'état solide de
soja noir avec Bacillus subtilis BCRC 14715 augmentait la tencur totale en phénols et en

flavonoides, ainsi que l'activité antioxydante de l'extrait du fermenta.

Cette augmentation des composés phénoliques au cours de la fermentation de jus de
dattes peut €tre due a I’augmentation en composé€s phénoliques majeures de la datte (I’acide
ferrulique, caféique et coumarique). Ceci a été rapporté aussi par Minnaar et al. (2017) dans
leur étude de D’effet des fermentations séquentielles par les levures Schizosaccharomyces
pombe et Saccharomyces cerevisiae sur les acides phénoliques du jus de pomme Kei-pomme
(Dowyalis caffra L.) fermenté. Ils ont observé que la fermentation des pommes par la souche
Saccharomyces cerevisiae a augmenté la concentration des acides caféique, chlorogénique,
protocatéchique et sinapique ; tandis que S. pombe a produit un jus fermenté trés riche en

acides férulique et p-coumarique et une faible teneur en acide I-malique.

Silvia et al. (2018) ont obtenu un contenu phénolique et une activité antioxydante plus

¢levés avec du marc de raisin fermenté. Dulf et al. (2016) ont rapporté que la fermentation du
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jus de prunes par Aspergillus niger et Rhizopus oligosporus augmentait la quantité de
polyphénols totaux de plus de 30 et 21% respectivement dans le cas du jus de prunes et de 78
et 30% respectivement dans le cas des grignons d’abricots. La méme tendance a

I’augmentation a été observée pour les flavonoides totaux.

L’augmentation du contenu phénolique total par fermentation a été rapportée aussi par
Peerajan et al. (2016) lorsqu’ils ont réalis¢ une fermentation (15 jours) du jus de fruit de
Phyllanthus emblica au moyen de la bactérie Lactobacillus paracasei HIIO1. Ils ont enregistré
une augmentation de la teneur en polyphénols de 10.32 £ 0.28 mg d'équivalent acide
gallique/mL aprés 15 jours de fermentation, puis cette teneur diminue lentement si la
fermentation est prolongée au-dela du 15%™ jour. Ces auteurs ont expliqué cette diminution
aprés 15 jours par le fait d’'une oxydation enzymatique du contenu polyphénolique par la

polyphénol oxydase.

Melini et al. (2019) ont notamment observé que les teneurs en acide férulique dans 1'orge
et l'avoine fermentés étaient respectivement supérieures de 81,9% et 49,9% a celles des

substrats non fermentés.

Cette observation de [’augmentation des composés phénoliques au cours de la
fermentation de divers végétaux ou de leurs dérivés a finalement été faite par de tres
nombreux autres auteurs : Wang et al. (2014) (fermentation de chataigne, noix et graines de
lotus par Bacillus subtilis et Lactobacillus plantarum) ; Chen et al. (2011) (fermentation
solide de soja noir par Aspergillus awamori) ; Xu et al. (2019) (fermentation du riz glutineux

pré-fermenté additionné de thé).

I11.5.1.2. Polyphénols totaux au cours de la fermentation du jus d’orange

industriel

L’évolution des teneurs en polyphénols totaux du jus d’orange industriel au cours de
fermentation par la levure Pichia kluyveri est reportée sur la figure 24 ou 1’on constate
qu’elles diminuent de 24.17 % en passant de 79.30 + 0.006 mg GAE/100 mL au démarrage
de la fermentation (t=0 jours) pour atteindre 60.42 + 0.108 mg GAE/100 mL aprés 12 jours

de fermentation. Apres cela, cette valeur reste constante jusqu’a la fin de la fermentation.
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La diminution des polyphénols totaux pourrait étre due a la précipitation, 'oxydation,
I’adsorption de composés phénoliques avec des solides, des protéines ou levures, ou a des
réactions de polymérisation (Talcott et al., 2002). Il a également été décrit que les acides
phénoliques, en particulier les acides hydroxycinnamiques, peuvent étre dégradés par voie

enzymatique pendant la fermentation microbienne (Svensson et al., 2012).

Dans une étude de Dang et Nguyen (2018), les quantités de proanthocyanidines, de

caféine et de théobromine, ainsi que les capacités antioxydantes des féves de cacao non
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Figure 23 : Evolution du contenu phénolique total au cours de la fermentation alcoolique de jus de
dattes par Saccharomyces cerevisiae a 30°C et en anaérobiose. Les valeurs représentent la moyenne

de trois mesures + écart type et sont exprimées en mg GAE/100 mL de jus de dattes

fermentées ont augmenté au cours de la maturation; alors qu’une fermentation
prolongée de trois a sept jours, a considérablement réduit les quantités de ces composés

présents.
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Figure 24: Evolution des polyphénols totaux en mg GAE/100 mL de jus d’orange industriel au cours

de fermentation anaérobie a 30°C. Les valeurs sont exprimées en mg GAE/100 mL de jus d’orange.

Par contre, Zhai et al. (2018) ont rapporté une diminution des polyphénols conjugués,
une augmentation des polyphénols libres et une augmentation du pouvoir antioxydant apres la
fermentation du mais par deux espéces (brasiliensis et bisporus) du genre de champignon
Agaricus.

Omboa et Isah (2018) ont rapporté¢ une diminution des acides phénoliques apres la
fermentation du sorgho pré-fermenté et ont attribué cela d’une part, a leur métabolisation par
les bactéries fermentatives, et d’autre part au changement entre la formation de polyphénols
simples par dégradation de polyphénols hautement polymérisés et la dégradation totale des
poyphénols simples accompagnée d’une re-formation de composés bi-phénoliques plus
complexes.

Par ailleurs, Kaprasob et al. (2018) ont observé que la fermentation du jus de pomme par
Lactobacillus plantarum n’induisait aucun changement dans son contenu phénolique mais, en
revanche, provoquait une augmentation des tanins condensés ainsi qu’une diminution des

tanins hydrolysables et des facteurs d’astringence.
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La réduction de la concentration des composés phénoliques totaux par fermentation a été
reportée aussi par Li et al. (2016) lorsqu’ils ont réalisé une fermentation de jus de pomme par
Lactobacillus plantarium ATCC 14917. Au cours du processus de fermentation, le contenu
phénolique total (CPT) et le contenu en flavonoides totaux (CFT) du jus de pomme ont
considérablement diminué. Le CPT dans le jus de pomme fermenté est passé de 115.6 a 89.3
pg/mL. Le CFT dans le jus de pomme fermenté est pass¢ de 119 a 77.7 ug / mL; ce qui

correspond a un pourcentage de réduction de 22 et 34.8%, respectivement.

Une autre étude de Hashemi et al. (2017) a également révélé que le CPT et le CFT de la

pulpe d’olive avaient diminué aprés sa fermentation avec la souche Lactobacillus plantarum

PTCC 1058.

La teneur en composés phénoliques totaux du fruit de Diospyros lotus L. a diminué
aprés sa fermentation par la souche B7 de Lb plantarum ; tandis que I'activité antioxydante a

augmente¢ (Zhang et al. 2018).

Les résultats de ce travail sur la diminution du contenu phénolique total suite a une
fermentation viennent s’ajouter a d’autres résultats rapportés par Melini et al. (2019) qui ont
démontré que la fermentation du jus de grenade par S cerevisae diminuait la teneur en
polyphénols et autres composés bioactifs, a I'exception des flavonoides. Ces mémes auteurs
ont étudi¢ la fermentation de la tomate par des bactéries lactiques et ils ont montré que la
teneur en compos€s phénoliques totaux et en flavonoides diminuait aprés 4 semaines de

fermentation, tandis que le lycopéne et I’activité antioxydante ont augmenté.

II1.5.2. Evolution des flavonoides totaux au cours de la fermentation des jus de dattes et
d’orange
I11.5.2.1. Fermentation du milieu jus de dattes et flavonoides totaux
L’évolution des concentrations en flavonoides de jus de dattes fermenté est reportée
sur la figure 25 ou I’on constate une nette augmentation des flavonoides totaux qui passent de
1.9+£0.173 a 7.366 + 2.203mg d’équivalent quercétine/100 mL de jus de dattes entre le temps
de démarrage (t= 0) et la 49°™ heure de fermentation. Cette valeur est restée stable jusqu’a la

fin du processus (52°™ heure).
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El-Ashi et al. (2014) ont constaté que la concentration en flavonoides totaux
augmentait fortement dans le son de riz aprés 24 h et 48 h de fermentation. Selon Juan et
Chou (2010), la libération des polyphénols totaux et des flavonoides a partir du blé en

fermentation a conduit a I’augmentation de leur teneur.

Da Silva Fernandes et al. (2017) ont observé une augmentation par des facteurs de 2
la teneur initiale en aglycones isoflavones et de 9 celle en composés phénoliques totaux dans
du lait de soja entreposé 4 jours a 4°C apres avoir été¢ fermenté pendant 15h a 25°C par du

kéfir.

I11.5.2.2. Fermentation du jus d’orange industriel et flavonoides totaux

La teneur initiale en flavonoides totaux du jus d’orange industriel est passée de

3.08+0.01 4 9.57 + 0.63 mg/100 mL de jus.

La teneur initiale en flavanones totales du jus d’orange industriel (1.50 £ 0.017
mg/100 mL) indiquée sur le tableau 7, a également augmenté significativement (p < 0.05) au
cours des 11 premiers jours de fermentation pour atteindre 1.82 + 0.096 mg/100 mL et

presque la méme valeur (1.85 = 0.13 est maintenue en fin de fermentation (15°™ jour).

Tounsi et al. (2011) ont rapporté une teneur en flavonoides totaux de 3.47 mg/100
mL de jus d’orange non fermenté; ce qui représente une valeur similaire a celle obtenue dans
cette expérience (3.08+0.01 mg/100 mL de jus d’orange) mesurée initialement avant
fermentation.

Yang et al. (2012) avaient désigné la fermentation comme responsable de la
modification de la teneur en composés bioactifs dans certains produits en fonction du type de
microorganisme et de la durée de fermentation qui représentent des parameétres importants

pouvant affecter la concentration et le profil des composés phénoliques.

Filannino et al. (2016) ont rapporté que la fermentation lactique de 1’extrait de cactus
Opuntia ficus indica géneére des dérivés de flavonoides (kaemférol et isorhamnetin) dotés de

propriétés antioxydantes, immunomodulatrices et anti-inflammatoires.
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Dans ce travail, les flavanones constituent la grande partie des flavonoides contenus
dans le jus d'orange, un résultat qui a été rapporté¢ aussi par Kelebek et al. (2009). La
fermentation alcoolique pourrait induire I'extraction de flavanones moins solubles et par la
suite une augmentation du contenu en flavanones totales (Toktas et al., 2018). Cette
augmentation de la teneur en flavanones a été observée aussi suite a d'autres processus
industriels tels que 1'extraction sous pression ou le pressage (Gil-Izquierdo et al., 2002).

La teneur en flavanones totales rapportée par ces mémes auteurs (Gil-Izquierdo et al.
(2002) et qui est exprimée par la somme des concentrations des composés individuels, a

¢galement augmenté de maniére significative (p < 0.05).

Récemment, Toktas et al. (2018) ont rapporté que la fermentation pourrait modifier
la teneur en composés bioactifs dans certains produits. De plus, la présence d'éthanol au cours

du processus pourrait ¢galement contribuer a I'extraction des flavonoides de la pulpe du jus.

L'amélioration du contenu total et individuel des flavanones détectés dans le jus
d'orange fermenté apres le onzieme jour de fermentation confére au jus fermenté un avantage

supplémentaire par rapport au jus d’orange non fermenté.

II1.6. Evolution de I’activité antioxydante du jus d’orange industriel

La capacité antioxydante initiale du jus d'orange industriel (ORAC: 6044 + 4,867uM
Trolox/100 mL de jus) est similaire a celle (ORAC: 6820 + 2,67uM Trolox/100 mL de jus)
rapportée dans le jus d'orange par Wang et al. (2008). Cette capacité antioxydante atteint une
valeur ORAC de 9355 uM Trolox/100 mL de jus aprés 15 jours de fermentation du jus

d’orange industriel elle se stabilise si la fermentation est prolongée (fig. 27 ; tableau 8).

De¢s le début de la fermentation, commence ’esquisse de I’augmentation de la capacité
antioxydante du jus d’orange fermenté qui passe d’un état initial (JO) de 6040.10 + 4,87 a
6492.78 + 48.12 uM Trolox/100 mL le troisiéme jour (J3) pour arriver a 6740.13 + 43.65 le
cinquieme jour (J5). Ainsi de J1 a J5, soit pendant les 5 premiers jours de fermentation,

’activité antioxydante a augmenté de 11.52% (fig. 27A, tableau 8).
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L’effet de la fermentation sur le pouvoir antioxydant du jus d’orange industriel se
poursuit d’une maniere significative (p < 0.05) entre le sixieéme et le dixieéme jour ou il y a eu
13.25% d’augmentation (fig. 27B, tableau 8). Au-dela du dixiéme jour de fermentation,
I’augmentation du pouvoir antioxydant du jus d’orange devient moins remarquable et les
valeurs ont tendance a se stabiliser relativement. C’est ainsi qu’au quinziéme jour de
fermentation, le pouvoir antioxydant culmine a 9360.34 £+ 6.73 uM Trolox/100 mL de jus (fig.
27C et tableau 8).

Paradoxalement, la fermentation du jus d’orange industriel a eu pour effet la diminution
de la teneur en polyphénols qui est passée de sa valeur initiale 79.30 = 0.006 mg/100mL de
jus au démarrage du processus (jour JO) a sa valeur d’aprés 15 jours de fermentation (J15)

59.88 + 0.11 mg/100mL de jus (tableau 8).

Pendant ce temps, la teneur en flavonoides subit, d’'une maniére paradoxale également,
une nette augmentation en passant de 3.08 £ 0.01 (JO) a 9.57 = 0.63 mg/100 mL de jus en fin
de fermentation ; elle se retrouve multipliée par un facteur égal a plus de 3 (tableau 8) a

(6094,94 + 31,6202 uM Trolox/100 mL a t =2 jours de fermentation).

L'augmentation de la capacité antioxydante du jus d'orange fermenté pourrait étre due a
une augmentation de la teneur en flavanones. L’activité antioxydante a présenté une

augmentation significative (p < 0.05) apres la fermentation du jus.

Le jus d’orange industriel ferment¢é a une capacit¢ antioxydante nettement
supérieure a celles des autres jus de fruits comme ceux de pomme, d'ananas, de tomate,
d'abricot et les jus tropicaux (Pellegrini et al., 2003 ; Mullen et al., 2007) ; ainsi que d'autres

boissons comme le thé noir et vert (Pellegrini et al., 2003; Seeram et al., 2008).
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Les valeurs avec des lettres différentes (a-f) dans la méme colonne sont significativement

différentes a p < 0,05.

Selon la littérature, les résultats de I’activité antioxydante mesurée par le test TEAC
sont controversés. En effet, Klopotek et al. (2005) ont obtenu une diminution significative
des valeurs de TEAC aprés la fermentation du jus de fraise ; alors qu’en revanche, Yang et al.
(2012) ont observé une augmentation des valeurs de TEAC au cours de la fermentation de
l'oignon (Allium cepa) dont le contenu en quercétine et son activité antioxydante et

neuroprotectrice ont augmenté.

Il a été suggéré que la consommation de jus d'orange soit encouragée chez les patients
atteints d'hépatite C chronique sous traitement antiviral. Cette suggestion est basée sur une
étude réalisée par Gongalves et al. (2017) sur les effets positifs de jus d’orange sur des taux

plus bas de lipides sériques, sur le stress oxydatif et sur la préservation de I'état nutritionnel.

Ces effets sont le résultat d’interactions entre la vitamine C et les flavonoides, dont les
concentrations peuvent étre influencées par les techniques de traitement du fruit pour
I’extraction du jus. L'extrait a l'acétone et l'extrait au méthanol de soja noir fermenté
présentaient respectivement les meilleurs effets de piégeage des radicaux libres (DPPH) et de

capacité de chélation du Fe?".

L'eau et le méthanol extraient efficacement les principes chélateurs du Fe? du soja noir
non fermenté et du soja fermenté, respectivement (Juan et Chou, 2010).

L’effet de la fermentation sur la teneur en composés phénoliques du soja et des
haricots a été rapporté par Landete et al. (2015). Les haricots mungo (Vigna radiata) connus
sous le nom de "soja vert" présentaient une composition phénolique différente de celle du soja
jaune (Glycine max). Les isoflavones prédominaient dans le soja jaune, alors qu'elles étaient

totalement absentes dans les graines vertes ou prédominaient les flavanones.

Afin de renforcer leurs bénéfices santé, deux types d’haricots (jaunes et verts) ont été
soumis a la fermentation par Lactobacillus plantarum CECT 748 T qui a entrainé une
augmentation de leur bioactivité puisqu'une conversion des isoflavones glycosylées en

aglycones bioactives et une augmentation de la vitexine bioactive ont été observées chez les

Chapitre I11. Résultats et discussion Page 68



Zerrouki K. (2020).Profil phénoligue de quelques végétaux et pouvoir antioxydant. Thése de doctorat.Univ-Mostaganem

haricots jaunes et verts, respectivement. Les bénéfices santé des deux haricots ont été

augmentés par la fermentation lactique.

Xing et al. (2016) ont observé une augmentation de l'activité antioxydante et de la
teneur en composés phénoliques totaux de la sauge rouge (Salvia miltiorrhiza) aprés sa

fermentation par le champignon Geomyces |uteus.

Hur et al. (2014) ont montré que la fermentation des plantes et des fruits induisait la
dégradation structurelle des parois cellulaires des plantes, entrainant la libération ou la

syntheése de divers composés antioxydants.

Aprés une fermentation de mangue par six microorganismes probiotiques différents
(Lactobacillus plantarum, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus casel, Saccharomyces
cerevisae D254, S cerevisiae DV10, et S cerevisiae R2), Jin et al. (2018) constatent que
seul L. plantarum permet 1’obtention de plus d’acides organiques et de valeurs FRAP plus

fortes.

Lors d’une étude réalisée par Sravan Kumar et al. (2015), la fermentation de fruits
d'épinards de Malabar (Basella rubra) par Saccharomyces cerevisiae a induit une nette
augmentation de leur pouvoir antioxydant. L’augmentation des valeurs ORAC et DPPH

pourrait étre due a I'augmentation des pigments extractibles.

L’augmentation de D’activité¢ antioxydante sous l’effet de la fermentation a été
rapportée aussi par plusieurs autres auteurs (Moore et al., 2007 ; Yang et al., 2012 et Zou et
al., 2017). D'autres auteurs ont obtenu des résultats similaires apres la fermentation spontanée

de 170 jus d'orange (Kelebek et al., 2009) et de modts de raisin (Sun et al., 2011).

Par ailleurs, Li et al. (2018) ont rapporté que la fermentation de jus de pomme par la
souche Lactobacillus plantarum ATCC14917 ou encore par des bactéries lactiques
augmentait ’activit¢ antioxydante de 23 et de 28% selon les tests DPPH et ABTS,

respectivement.
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Selon Xu et al. (2019), ’augmentation de la capacité antioxydante durant la
fermentation peut étre due a une production des métabolites a forte activité antioxydante

durant le processus de fermentation.

Melini et al. (2019) dans leurs travaux effectués sur les aliments fermentés en vue de
promouvoir la santé, ils ont rapporté que la fermentation augmentait 'activité antioxydante
des laits, des céréales, des fruits et légumes, de la viande et du poisson. Des peptides
antihypertenseurs sont détectés dans le lait fermenté et les céréales. La modification de la

teneur en vitamines a été observée principalement dans le lait et les fruits fermentés.

L'organisme humain n'est pas en mesure de synthétiser ces composés bioactifs, ils
doivent étre apportés par 1’alimentation. Les résultats montrent que le jus d'orange fermenté
est une source importante pour un supplément exogeéne des dits composés bioactifs, en

supposant un avantage supplémentaire par rapport au méme jus d'orange mais non fermentg.

Il est reconnu que la consommation de fruits et légumes, qui contiennent divers
composés antioxydants comme les polyphénols, les caroténoides et l'acide ascorbique,

intensifie et améliore le systeme de défense Antioxydant.
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CONCLUSION

Dans ce travail, nous avons déterminé le profil phénolique et I’ activité antioxydante de
quelques fruits d’ origine algérienne (dattes, orange et olive); et d origine espagnole (raisins et

jusd’ orange).

Parmi les différents solvants d extraction des polyphénols de dattes, le mélange
acétone-eau (70/30/ V/IV) sest révélé plus efficace que I'eau a 60°C. L’éthanol-eau et le
méthanol-eau (80/20) étaient des solvants auss efficaces que I'eau pour extraire les

polyphénols totaux et les flavonoides totaux a partir des autres végétaux étudiés.

Des différences ont été notées dans les teneurs en polyphénols totaux et en
anthocyanines chez lestrois variétés de dattes : Deglet-Nour, Ghars et Ajwa. La détermination
de I'activité antioxydante des extraits phénoliques de dattes par la méthode de I'ORAC-FL a
donné des résultats beaucoup plus importants que ceux rapportés par la littérature pour le

méme fruit.

La variété agérienne Deglet-Nour renferme des concentrations plus élevées en
polyphénols et anthocyanes couplées a une forte activité antioxydante par rapport aux variétés
Ajwa et Ghars. L’existence d’'une corrélation positive entre |'activité antioxydante et la

concentration en polyphénols totaux reste encore controversee de nos jours.

Les raisins renferment dans leur peau et pulpe une quantité beaucoup plus importante
en polyphénols (tannins, flavonols, acides phénoliques et resvératrol). Les résultats ont révélé
gue les variétés de raisins blancs (Chardon: Tremp et Jean Leon) contiennent des
concentrations en composés phénoliques totaux inférieures a celles des variétés rouges. Par

ailleurs, les deux variétés blanche et rouge ont manifesté une forte activité antioxydante.

L’olivier, de part son fruit I’olive et ses feuilles, représente une bonne source en
composes phénoliques. La valorisation du noyau d' olive aaussi suscité I’intérét de cette étude
gui a porté sur deux variétés algériennes : chemlal et sigoise. |l apparait que la variété d olive

Sigoise renferme nettement plus de polyphénols que la variété chemla dansla pulpe (103.77
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vs 49.79 mg GAE/100g de poids frais) et dans le noyau (111.12 vs 79.37 mg
GAE/100g de poidsfrais).

L’ activité antioxydante des raisins augmentait selon la densité de la variété. Les
valeurs de DPPH les plus élevées ont été enregistrées pour la variété GP (rouge) et que laplus

faible valeur a été représentée par la variété blanche Chardonnay (CL).

L'analyse par HPLC a révélé une grande variabilité de la teneur en composés
phénoliques chez les différents végétaux éudiés. Pour les dattes, les acides férulique,

coumarique, gallique, hydroxybenzoique et vanilligue étaient les plus dominants.

Par ailleurs, les flavanones ont été détectés comme principaux composés flavonoides
danslejusd orange industriel étudié.

L’ analyse qualitative des extraits phénoliques de peau, de pulpe et de pépins de raisins

a montré la présence des catéchines et d' épicatéchines; alors que I'acide gallique et les
procyanidines B1, B2 et B3 ont été détecté uniquement dans la pulpe et les pépins.

La pulpe de raisin se particularise par sa richesse en acides de flaveur (protocatéchique,

siringique, caftarique, coutarique et coumarique) en plus d’ autres composés tels que (tirosol,

guercétine, kamférol glucoside et I’isoquercétine).

La fermentation de jus de dattes a induit une augmentation de la teneur totale en
polyphénols et en flavonoides. Paradoxalement, la fermentation de jus d’ orange a provoquée
une diminution remarquable de sa teneur en polyphénols totaux. Selon Dang et Nguyen
(2018) et Li et al (2016), cette diminution pourrait ére due a la tendance de certains
composés phénoliques a se fixer a des protéines ou méme a subir des réactions de

polymérisation.

S la fermentation du jus de dattes génere une augmentation de la teneur en
flavonoides totaux tout comme c'était le cas pour les polyphénols totaux ; celle du jus
d’ orange a un effet contraire a celui observe pour les polyphénols totaux, c'est-a-dire qu’elle
induit une augmentation de cette teneur en flavonoides totaux marquée par une hausse de la
teneur en flavanones. La fermentation apparait comme une transformation positive quant au
contenu phénolique des jus de dattes et d’ orange.
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L’examen de la principale activité biologique des extraits phénoliques des

différents végétaux, en |’ occurrence |’ activité antioxydante, en liaison avec la fermentation a

mis en évidence le lien entre cette activité et la richesse des fruits en plolyphénols qui se
trouve améliorée par le processus fermentaire.

L'augmentation des valeurs de I’ORAC pourraient étre dues a l'augmentation des

flavanones total es.

Dans cette éude, nous avons conclu que la fermentation du jus d'orange pourrait
étre achevée au bout de 9 a 11 jours. Dans cet intervalle de temps, le jus d'orange fermenté
présentait les valeurs maximales dORAC et une augmentation significative des flavanones
totales. Ainsi, la boisson potentielle produite par la fermentation alcoolique du jus d'orange
aurait une teneur en antioxydant et une capacité antiradicalaire plus élevées que le jus

d’ orange non fermenté.

Le jus dorange fermenté pourrait ére un nouvel aliment fonctionnel, et sa
consommation pourrait procurer un effet potentiellement positif sur la santé. Néanmoins,
d’ autres aspects liés aux caractéres organoleptiques du jus d’ orange fermenté€, et en particulier

sateneur en acool, devraient étre déterminés avant de tirer des conclusions définitives.
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Annexe 4 : Droite éalon de DPPH de toutes les variétés de raisins étudiées
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Suite annexe 8 : Chromatogrammes d’HPLC des principaux composes flavonoides de jus
d’ orange
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