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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I’antiquité dans la médicine traditionnelle.
Selon Mokkadem, (1999), [I'Algérie comprenait plus de 600 especes de plantes
médicinales et aromatiques. Ces especes, a vertus médicinales, peuvent étre utilisées
comme source de substances naturelles (huiles végétales, polyphénols, vitamines). Ainsi,
la valorisation de ces plantes a des fins thérapeutiques, pharmaceutiques, alimentaires et
cosmétiques a fait I'objet de plusieurs recherches.

Ziziphus jujuba est I’'une des plantes médicinales fruitieres épineuses de la famille des
Rhamnacées largement utilisée en médecine traditionnelle, cultivée dans des régions
subtropicales de I’ Asie, particulierement en Chine, en Amérique et en Europe. La Chine est
le plus grand producteur contribuant a plus de 90% de la production de jujube du monde et
le seul pays exportant le fruit de jujube. C’est une espéce polyvalente : ses fruits, ses
feuilles et ses racines présentent plusieurs intéréts sur le plan nutritif, cosmétique et
médicinal (Wang et al., 2016)

Le miel est une substance sucrée totalement nature, il est I’un des produits issus de la
ruche, le miel de Ziziphus jujuba est considéré comme étant I’un des miels les plus chers
au monde, il est tres recherché pour ses qualités thérapeutiques notamment contre les
maladies du foie, de I’estomac du diabete et autres (Gonnet et al., 1982).

La confiture est le mélange, porté a la consistance gélifiee appropriée de sucres, de
pulpe et/ou de purée d’une ou de plusieurs espéces de fruits et d’eau. La confiture de
jujube constitue un remeéde efficace contre de nombreuses maladies immunitaires, anti-
infectieuses et antimicrobiennes (Gusakova et al., 1999).

L’extraction des composés phénoliques a partir de la matiére végétale, est une étape
tres importante dans leurs identifications. En conséquence, les différentes méthodes
d’extraction ont une influence sur les rendements d’extraction de composés phénoliques
de source végétale.

Des méthodes dites traditionnelles, comme le Soxhlet, | 'hydrodistillation et la
maceration qui est basée sur la solubilité de composés bioactifs dans un solvant
d’extraction (Handa et al., 2008), étaient jusqu‘ici considérées comme techniques de
choix pour extraire les composés naturels. Cependant, ces procédés sont généralement
longs, et nécessitent de grandes quantités de solvant organique. Ces dernieres années ont
été marquées par le développement de méthodes d‘extraction alternatives qui font

intervenir 1'extraction par fluides supercritiques, I‘extraction assistée par ultrasons et

vl
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I‘extraction assistée par microondes (Wang et al., 2006). Ces techniques offrent de
nombreux avantages d‘un point de vue du temps d‘extraction, de la consommation de
solvant, du rendement d“extraction et de la reproductibilité, et cela sans altérer la qualité de
I‘extrait. (Letellier et al., 1999).

La présente étude inclus deux parties principales :

s La premiére partie est une synthése bibliographique qui présente la
description de Ziziphus jujuba et les méthodes d’extraction des polyphénols.

% La deuxiéme partie de ce travail est une étude expérimentale qui a pour
but de :

*De déterminer la meilleure méthode d’extraction (extraction assistée par microonde,
extraction assistée par ultrasons et extraction sous agitation) de confiture et de miel de

Ziziphus jujuba.

*D’évaluer les parameétres physico-chimiques (pH, acidité, humidité), les teneurs en
antioxydants (polyphénols totaux, flavonoides) et I’activité antioxydantes (pouvoir
réducteur, activité anti-radicalaire DPPH et ABTS) des différents extraits de confiture et de

miel de Ziziphus jujuba.

-
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I.1- Geénéralités sur le jujube, le miel et la confiture de jujube :
I.1.1- Le jujubier (Ziziphus jujuba) :

Ziziphus jujuba est une plante médicinale importante appartenant a la famille
Rhamnaceae, arbuste épineuse connue par ses fruits ayant la grosseur d’une belle olive,
utilisée pour traiter de nombreux troubles depuis I'Antiquité et considérée comme source
de substances naturelles (huiles végétales, polyphénols, vitamines). Distribuée dans les
régions tropicales et subtropicales dans le monde, particulierement en chine, ou elle est
cultivée depuis plus de 4000 ans. Elle est rencontrée couramment dans le nord de I'Algérie,
dans le Midi de la France, en Tunisie et au Maroc (Walali et al., 2003). C’est une espéce
polyvalente : ses fruits, ses feuilles et ses racines présentent plusieurs intéréts sur le plan

nutritif, cosmétique et médicinal (Wang et al., 2016).

Figure 01 : Fruit de Ziziphus jujuba (Mengjun et al., 2003)

1.1.2- Classification :
La classification de Ziziphus jujuba n'est pas claire. En effet, plusieurs auteurs ont
attribué les mémes noms a plusieurs espéces (Edward et al., 1994).La classification

adoptée est celle de Laamouri (2009) :

Embranchement : Spermatophyte.
Sous embranchement : Angiosperme.
Ordre : Celastrales.

Famille : Rhamnacées.

Genre : Ziziphus.

Espéce : Ziziphus jujuba
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1.1.3- Description botanique :

C’est un arbuste de 4 a 5 m de hauteur ou arbre atteignant 12 meétres. Le systeme
racinaire est tres développé. Son écorce est gris a tranche brune, rouge pale. Ces Branches
réparties, dressées et verticillées, avec deux Epines I'une droite et I'autre courbée, devenant
gris brun flexueux et terne (Mahajan et al.,2009).

Z. jujuba est une espece a feuilles caduques glabres et ovales-lancéolées. Chaque
feuilles, de 8 a 10 folioles, ayant une longueur de 2,5 cm a 5 cm et une largeur de 3 cm
(Dinarvand et al., 2006). Leurs faces supérieures d'un vert vif sont brillantes et portent
trois nervures qui convergent vers I'extrémité (Dawd et al., 2003).

Ses fleurs sont parfumées, verdatre pale de couleur jaune et petit avec des diametres
Allant de 4 a 8 mm elles ont cing sépales, cing pétales, cing anthéres (Yao, 2013).Elles
sont complétes et hermaphrodites, avec un long pédoncule floral (Diallo, 2002).

Le fruit est une drupe ovoide-oblong ayant la forme et la grosseur d’une belle olive
d’abord vert, puis jaune et enfin rouge fonce a la maturité. Il ne contient qu'un noyau
central. La pulpe est épaisse, d’un rouge jaunatre un peu glutineuse, a saveur sucrée et fade
(Mahajan et al., 2009).

1.1.4- Composition chimique de Ziziphus jujuba :

Ziziphus jujuba est appréciée depuis I’antiquité, elle est trés riche en vitamine (B,C) et
elle contient des sucres, des proteines, des lipides et des fibres. Elle peut contenir
également d'autres éléments minéraux comme le fer, le cuivre et le zinc. Plusieurs études
sur le fruit de Ziziphus jujuba ont affirmé sa richesse en alcaloides, en flavonoides, en
stérols, en tanins et en saponines triterpénoides (Ikram et al., 1981).

Tableau I : Composition chimique de fruit de Ziziphus jujuba (L.i et al., 2007).

Aliments | Energie Carbohydrates | Lipides Protéines Sucre totaux | Vitamine
A
331 kJ 20,23 g 0,29 12¢g 1,89 40 pg
100g de | (79 kcal)
Fruit de | Thiamine Riboflavin Vitamine C | Calcium Magnésium | Phosphore
Ziziphus | (B1) (B2)
jujuba 0,02 mg 0,04 mg 69 mg 21 mg 10 mg 23 mg
Potassium | Sodium Zinc manganése | Fer Eau
250 mg 3mg 0,05 mg 0,084 mg | 0,48 mg 7786 ¢

-


https://en.wikipedia.org/wiki/Food_energy
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https://en.wikipedia.org/wiki/Magnesium_in_biology
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https://en.wikipedia.org/wiki/Sodium#Biological_role
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1.1.5- Propriétés thérapeutiques de Ziziphus jujuba :

Zizyphus jujuba est largement utilisée dans le traitement de certaines maladies. Les
recherches actuelles sur les différentes activités pharmacologiques de Ziziphus jujuba
ont ressorti plusieurs effets de grande importance pour la médecine moderne.

Les graines de Z. jujuba, sous forme de poudres, assurent la purification du sang et
facilite la digestion. Plusieurs études leur accordent d'autres activités (hypnotique, sédative,
hypotensive et hypothermique) (Su et al., 2002 ; Tripathi et al., 2001).

Le fruit de Ziziphus jujuba pour le traitement des infections inflammatoires de la gorge,
des voies respiratoires, des inflammations intestinales, urinaires ainsi pour traiter la
constipation (Zhao et al., 2006).

Les feuilles de Z. jujuba peuvent étre utilisées dans la préparation du thé sous forme
d’infusion (Zhao et al., 2008). Elles sont utilisées comme agent hypoglycémiant pour les
diabétiques. Des études ont prouvé les effets hypnotiques et sédatifs des feuilles, connues
comme régulatrices de l'activité du systéme nerveux central en réduisant l'anxiété en

favorisant le sommeil et en réduisant I’obésité (Azam-Ali, 2006).

1.2- La Confiture:

Le produit préparé a partir de fruit(s) entier(s) ou en morceaux, de pulpe et/ ou de purée
concentrées ou non concentrées, d’une ou plusieurs sortes de fruits, mélangés avec des
denrées alimentaires conferent une saveur sucrée, avec une adjonction d’eau, jusqu'a

I’obtention d’une consistance adéquate (Codex Stan 296-2009).
La mise au point de la confiture nécessite le respect de certains regles de base comme :

e Un taux de sucre entre 63 °Bx et 70 °Bx dans le produit fini ;
e Une acidité suffisante (pH 2.8 2 3.5) ;
e Un taux de matieres seches suffisantes au départ ;

e Une quantité de pectine suffisante pour la formation du gel (Brat et al., 2007).

1.2.1-Composition chimique de la confiture :

La principale caractéristique des confitures est leur teneur élevée en glucides, de I’ordre
de 60 %. Celles-ci sont constituées a la fois des sucres des fruits (dont le fructose) et de
saccharose (sucre) ajouté. La confiture apporte environ 250 kcal pour 100 g, Comme les

fruits réduisent a la cuisson, la confiture contient nettement plus de sucre que de fruits, et

-
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contient aussi de nutriments intéressants, tels que les fibres, les minéraux et les vitamines
(Anonymes, 1991).

Tableau Il : Composition chimique d'une confiture (Anonyme, 1991)

Aliment 209 de confiture (15ml)
Energie (kcal) 56
Glucides (g) 14
Sucres totaux (g) 10
Protéines (g) Tr
Gras totaux (g) Tr
Gras satures (g) Tr
Fibres (9) 0,2
Potassium (mg) 16
fer (mg) 0,1
Magneésium (mg) 1
Vitamine C (mg) 2

1.2.2-Propriétés thérapeutiques de la confiture de Ziziphus jujuba :

La confiture du jujubier est fréquemment utilisée contre les maladies immunitaires et
anti-infectieuses. Ils présentent plusieurs activités biologiques antimicrobiennes et anti-
HIV (Guo et al., 2010). Elle est aussi utilisée traditionnellement dans la pharmacopée pour
ses propriétés antalgiques, anti-inflammatoires et broncho-dilatatrices (Gusakova et al.,
1999). Elle est utilisée dans le traitement des maladies hépatiques (Guo et al.,
2010;Yamaoka et al., 1996).

1.3- Le miel :

Le miel est une substance naturelle sucrée produite par les abeilles melliferes a partir
du nectar de plantes ou a partir de sécrétions provenant de parties vivantes de plantes ou a
partir d'excrétions d'insectes butineurs laissées sur les parties vivantes de plantes, que les
abeilles butinent, transforment en les combinant avec des substances spécifiques qu'elles
sécretent elles-mémes, déposent, déshydratent, emmagasinent et laissent affiner et mdrir
dans les rayons de la ruche (Codex Stan 12-1981., 2001).

]
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1.3.1- Composition chimique de miel de Ziziphus jujuba :

Comme tous les miels, le miel de jujubier contient du fructose, du glucose, des acides
gras et des vitamines B1, B2, B3, B5, B6 et C. Il peut prétendre a de nombreux avantages
nutritionnels et énergétiques. Il contient aussi de I'acide ascorbique, en plus ou moins
grande quantité selon la provenance et la récolte, ce qui lui permet d'avoir la capacité de
lutter contre les radicaux libres responsables de certaines maladies et du vieillissement. On
retrouve aussi dans le miel de jujubier des vitamines A qui participent a la croissance de
notre corps mais aussi favorisent I'hydratation de la peau et des minéraux : potassium,
calcium, cuivre, fer, zinc, manganese, phosphore (Li et al., 2007).1l est évident qu’en
réalité, la composition du miel est beaucoup plus complexe, tous les constituants sont loin

d’étre connus.

| eau
divers
3,5%

autres sucres
1,5%

maltose
7,3%

saccharose
1,3%

Figure 02: Composition moyenne du miel (Bruneau,2002).
1.3.2- Propriétés thérapeutiques de miel Ziziphus jujuba :

Le miel de jujubier possede la réputation d’étre le meilleur miel du Monde car il
posséde de nombreuses vertus thérapeutiques. Parmi ses vertus :
e Sagrande capacité a renforcer le systéme immunitaire ;
« Il cicatrise les plaies, les brulures et les coupures en application externe ;
o |l est efficace pour le traitement des sinusites, angines et pathologies similaires car
c'est un puissant antibiotique ;

e Anti ulcéreux puissant ;



https://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_B1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_B2
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o |l aide a la digestion mais aussi en cas de problemes intestinaux (Gonnet et al.,
1982).

I.4- Méthodes d’extractions des composés bioactifs a partir des plantes :
L'extraction est la séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux

des composants inactifs ou inertes a l'aide de solvants selectifs, traditionnellement I’eau,

les huiles végeétales ou les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement

Impures sous forme de liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinés a un

usage oral ou externe. Il s'agit de préparations connues comme les tisanes et les huiles

médicinales (Handa, 2008). Les différentes méthodes d’extractions sont :

1.4.1- Les méthodes classiques :

Les techniques classiques pour I'extraction par solvants de molécules actives a partir des
matrices vegétales sont basées sur le choix du solvant couplé a la température et/ou a
I'agitation. Les techniques classiques existantes permettant d*extraire ces principes actifs
incluent : Soxhlet, I*hydro-distillation et la macération avec un mélange alcool-eau ou une

graisse chaude (Luque de Castro et al., 1998).

1.4.1.1- Macération :

La macération est la méthode d’extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste
en la mise en contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation, a
température ambiante ou a température élevée pour une durée déterminée. Cette technique
est basée sur la solubilité de composés bioactifs dans un solvant d’extraction et elle est
influencée par une série de facteurs incluant la nature du matériel végétal, la concentration
en solutés de I’échantillon, la nature du solvant, la durée d’extraction. La macération
commence avec le choix d’un solvant d’extraction adéquat. Apres une étape de diffusion
du solvant a I’intérieur des cellules végétales le processus continue avec la solubilisation
de composés bioactifs qui vont migrer de la matrice végétale vers le solvant environnant

jusgu’a ce que I’équilibre de partage de concentration soit atteint (Handa, 2008).

-
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1.4.1.2- L extraction par Soxhlet :

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a I’épuisement complet du

soluté dans la matiere premiére.

Le Soxhlet est composé d'un corps en verre, dans lequel est placée une cartouche en
papier-filtre épais (une matiere pénétrable pour le solvant), d'un tube siphon et d'un tube de
distillation. Dans le montage, I’extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant
d'extraction. Le ballon est chauffé afin de pouvoir faire bouillir son contenu. La cartouche
contenant le solide a extraire est insérée dans I'extracteur, au dessus duquel est placé un
réfrigérant servant a liquefier les vapeurs du solvant. Au fil des cycles, le solvant s’enrichit
en substances extraites jusqu’a épuisement de I’échantillon en substances d’intérét.
(Grigonis, 2007).
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Figure 03 : Extracteur de Soxhlet (Grigonis.,2007).
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1.4.2- Les méthodes alternatives :

L’extraction de molécules issues du matériel végétal ou ligneux par les techniques
conventionnelles se révele étre une étape souvent délicate et tres longue qui nécessite une
consommation importante de solvant. Cela a pour conséquence d’engendrer des
dégradations des matieres traitées (a chaud par exemple) et de diminuer le rendement
d’extraction. une demande croissante de nouvelles techniques d’extraction permettant de
réduire a la fois, le temps d’opération, la consommation de solvant et la quantité
d’effluents. Les techniques modernes telles que I’extraction assistée par micro-ondes ou
ultrasons, I’extraction par fluide supercritique et I’extraction par solvant accélérée sont des
techniques rapides et efficaces pour extraire des composés chimiques des matrices solides
de plantes. Ces techniques peuvent fonctionner a haute température et/ou haute pression

améliorant nettement la but de palier la cinétique d’extraction (Wang et al., 2006).

1.4.2.1- Extraction assistée aux ultrasons :

L’extraction par ultrasons est une méthode simple, efficace et peu couteuse. Ses
avantages les plus significatifs sont liés a I’augmentation du rendement d’extraction et une
accélération de la cinétique par rapport a une extraction classique. Elle permet de travailler
a des temperatures relativement basses et d’éviter la thermodestruction des composes.
Cette technique est facile a mettre en ceuvre. Comme le Soxhlet, I’extraction par ultrasons
permet d’utiliser une large gamme de solvant afin d’obtenir différents composés naturels.
Cependant, I’effet de I’extraction par ultrasons sur le rendement et la cinétique d’extraction

est lié a la nature de la matrice vegétale (Kiriamiti, 2003).

.
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Le principe de cette procédure est illustré dans la figure 04 :

Pression
acoustique

Ondes de
compression

Variation
-~ S : e % '/-—
de taille @ O o O@ o e ‘“JDC_'; O l:::)l ﬁl['};"_

des bulles

Figure 04 : Représentation schématique du phénomeéne de cavitation acoustique (Draye et
al., 2009).

L'ultrason fait référence aux ondes sonores qui générent des vibrations mécaniques
dans un solide, un liquide ou un gaz. A la différence des ondes électromagnétiques, les
ondes sonores peuvent se propager dans une matiére et elles impliquent des cycles
d'expansion et de compression lors de la propagation dans le milieu. L'expansion peut créer
des bulles qui se forment, se développent et s'effondrent dans un liquide. Prés d'une surface
solide, I'effondrement de cavité est asymétrique et produit un jet de liquide a grande vitesse

(Benamor,2008). Ce phenomeéne est appelé la cavitation acoustique.

1.4.2.2- L'extraction assistée par microondes :

L’extraction assistée par microondes est un processus par lequel I'énergie microonde
accélére I'extraction. Ce traitement accélere la rupture des cellules en provoquant une
augmentation rapide de la température et de la pression interne dans les parois des cellules

vegétales (Jawad et al., 2012; Inoue et al., 2010).

=
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Le principe de cette procédure est illustré dans la figure 05 :

Molécules extraites == Flux d'extraction - Gradient de température

Figure 05 : principe de chauffage par microondes (Al-Harahsheh et al., 2004).

Au cours du traitement par microonde, le chauffage provoque la rupture des liaisons
hydrogéne faibles par la rotation dipolaire des molécules. Une quantité considérable de
pression s’accumule a l'intérieur du biomatériau, qui modifie les propriétés physiques des
tissus biologiques et améliore la porosité de la matrice biologique. Ceci permet une
meilleure pénétration du solvant d'extraction a travers la matrice (Yeoh et al.,
2008;Kratchanova et al., 2004) et facilite I’extraction des composés entre autre les
composés phénoliques (Mandal et al., 2007).

Elle utilise de plus petites quantitées de solvant, n’est pas couteuse et est
considérablement rapide. Cependant, la température opératoire de cette technique est
relativement haute (100 — 150 °C), ce qui pose des problemes quand il s’agit de
I’extraction d’antioxydants.

Les autres inconvénients de cette technique sont d’une part le rendement faible lorsque
les solutés ou les solvants sont apolaires et d’autre part le besoin de I’étape postérieure de
filtration ou de centrifugation pour éliminer le résidu solide de I’extrait (Wang et al.,
2006).
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I1.1- Echantillonnage :
11.1.1- Echantillon de miel :

Le miel de Ziziphus jujuba étudié provient de la région d’Ain safra située a la wilaya
d’El-naama. L’échantillon de miel est placé dans un flacon en verre stérile ferme et stocke

a 4°C jusqu'a utilisation.

11.1.2- Echantillon de confiture :

509 de broyat de fruit de Ziziphus jujuba sont introduites dans une casserole. Une
solution de saccharose (60° brix) est ajoutée. Le mélange subit une cuisson jusqu’a
ébullition puis subit un refroidissement rapide. La confiture obtenue est conservée dans

des pots stériles a 4°C.

11.2- Parametres physico-chimiques :

11.2.1- Humidité :

2 g de chaque échantillon est pesé dans un creuset, puis placé dans une étuve réglée a
105 °C pendant 48h heures. Les creusets sont retirés de I’étuve aprés 24 h et pesés, puis
I'opération est répétee pour les 24h qui suivent. La teneur en humidité est définie comme
étant la perte de poids subit lors de la dessiccation.

Le taux d’humidité des échantillons est déterminé selon la formule suivante :

Humidité % = P1- (Pc'-Pc)"100/P:

P1. poids de I’échantillon avant I'étuvage (en gramme).
Pc'. poids final de I’échantillon et de creusets aprés 1'étuvage (en gramme).

Pc . poids de creusets vide.

.
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11.2.3- pH :

Le pH est mesuré en ajoutant 20 ml d'eau distillée a 1 g de miel ou de confiture de
Ziziphus jujuba. Les échantillons sont remués par un agitateur magnetique, le pH est
mesuré par 1'électrode du pH meétre déposée au niveau de I’échantillon, et sa valeur est

notée directement apres la stabilisation de I’afficheur de I’appareil.

11.2.2- Acidité titrable :

La méthode utilisée pour la détermination de I'acidité titrable est décrite par Ilkay et al
.,2011 ; le titrage de l'acidité se fait avec une solution de NaOH (0.1N) en présence de
phénolphtaléine comme indicateur de couleur. La mesure de I’acidité est réalisée par la
solution préparée pour la mesure de pH. La lecture du volume versé est effectuée sur la
burette dés I’apparition de la couleur rose.

Les résultats de I’acidité titrable sont exprimés en gramme d’acide citrique pour 100g
de produit :

Cacide=[V(NaOH)*C(NaOH)/Vacide] *0.069*100.

V(NaOH) : Volume de NaOH
C(NaOH) : Concentration de NaOH
V acide : Volume de produit analysé

0,069 : Facteur spécifique de I’acide citrique

11.3- Préparation des extraits :
Les 3 différentes méthodes a savoir I’extraction par I’agitation, [’extraction assistée
aux ultrasons et I’extraction assistée par microondes sont utilisées pour la préparation des

extraits de la confiture et de miel de Ziziphus jujuba .

11.3.1- Extraction par agitation :

1g de confiture et 1g de miel de Ziziphus jujuba sont mis en contact avec 20 ml de
solvant d’extraction (acétone 60% ou éthanol 60 %) et laissé en maceration sous agitation
pendant 1 heure a une température ambiante. Les extraits sont récupérés apres

centrifugation a 5000 tr/ min pendant 10 min et filtration .

.
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11.3.2-Extraction assistée aux ultrasons :

1g de confiture et 1g de miel sont mélanges avec 20 ml de solvant d’extraction
(acétone 60% ou ethanol 60 %). puis les mélanges sont placés dans le bain de sonicateur, la
sonde de sonicateur est introduite dans le mélange avec une amplitude de 75%, I’extraction
est effectuée pendant 10 min. Les extraits sont récupérés aprés centrifugation a 5000

tr/min pendant 10 min et filtration.

11.3.3-Extraction assistée par microondes :

1 g de confiture et 1g de miel de jujube sont mélangés avec 20 ml de solvant
d’extraction (acétone 60% ou éthanol 60 %), apres les mélanges sont placés dans un
microonde réglée a la puissance 700 watt pendant 1 min. Les extraits sont récupérés apres

centrifugation a 5000 tr/min pendant 10 min et filtration.

11.4- Dosage des antioxydants :

11.4.1- Dosage des composés phénoliques totaux :

Cette méthode est basée sur la réduction en milieu alcalin de mélange d'acide
phosphotungstique (HzPW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMO12040) du réactif
de Folin-ciocalteu qui est de couleur jaune par le groupement oxydable des composés
phénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleu de
tungstene et de molybdene dont I’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité

des polyphénols totaux présents dans I’échantillon (Georgé et al., 2005).

200ul d'extrait sont melangés avec 1000ul de réactif de folin-ciocalteu fraichement
prépare et dilué a 1/10 et 800l de carbonates de sodium Na>CO3 (7.5%). L'ensemble est
incubé a une température ambiante pendant 90 minutes a I’obscurité. La lecture est

effectuée contre un blanc sans extrait a lI'aide d'un spectrophotomeétre a 740nm.

.
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Figure 7 : Récapitulation des étapes de dosage des polyphénols totaux.

Les quantités des polyphénols correspondantes de chaque extrait sont rapportees en
mg équivalent d’acide gallique (EAG) /100 g de miel et de confiture de Ziziphus jujuba
et déeterminées par une courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions

expérimentales par I’acide gallique de différentes concentrations (Figure 01, Annexe ).

11.4.2-Dosage des flavonoides :

Les flavonoides (du latin flavus, jaune) sont des substances genéralement colorées
répondues chez les végétaux, Les teneurs des flavonoides sont mesurés en utilisant le
trichlorure d'aluminium (AICI3) comme réactif. La présence d'une case libre dans AICI3
forme une liaison dative avec les doublets libres de I'oxygéne des groupements OH des
flavonoides, en produisant un complexe trés stable de couleur jaune. (Bahorun, 1997)

Cette méthode consiste a mélanger 750ul de I’extrait et 750ul du réactif trichlorure
d'aluminium (AICI3), aprés incubation a 15 minutes dans I’obscurité a température
ambiante. Les absorbances sont mesurées a partir d’un spectrophotometre UV-visible a
420 nm (Figure 8).

.
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Figure 8 : Récapitulation des étapes de dosage des flavonoides

La quantification de flavonoides est faite en fonction d’une courbe d’étalonnage
linaire (y=ax) réalisée par une solution étalon (Quercitine) a différentes concentration. Les
résultats sont exprimées en mg d'équivalent de quercétine (EQ)/ 100 g de miel et de
confiture de Ziziphus jujuba . (Figure 02, Annexe ).

I1.5- Activité antioxydants
11.5.1- Pouvoir réducteur :

Cette méthode mesure le pouvoir réducteur des antioxydants présents dans les extraits
par leur capacité de réduire le fer Fe** complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par
conséquent, Fe?* peut étre évalué en mesurant et en surveillant I'augmentation de la densité
de la couleur bleu vert dans le milieu réactionnel a 700 nm (Amarowicz et al., 2004).

500ul de I’extrait sont mélangeés avec 1,25ml de tampon phosphate (0,2M ; pH 6,6) et
1,25ml de ferricyanure de potassium (1%), puis le melange est incubé a 50° C pendant 20
minutes dans le bain marie. 1,25ml d’acide trichloracétique (TCA 10%) sont ajoutés au
mélange, Apres récupération de 1,25ml de ce dernier, 1,25ml de I’eau distillé et 500ul de
chlorure ferrique (Feclz 0,1%) sont ajoutes, le mélange est incubé a I’obscurité pendant 10

minutes. Les absorbances sont mesurees a 700 nm (Figure 9).
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Figure 9 : Récapitulation des étapes d’évaluation du pouvoir réducteur.

Le pouvoir réducteur de chaque extrait est calculé a partir d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y = ax) établie avec des concentrations précises d'acide ascorbique Comme
standard de réféerence.

Les résultats sont exprimés en mg d'équivalent d’acide ascorbique (EAC)/100g de

confiture et de miel de Ziziphus jujuba (Figure 03, Annexe I).
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11.5.2- Activité anti-radicalaire (DPPH) :
Le DPPH (1,1 Diphényl 2 PycrilHydrazil) est un radical libre stable de couleur

violette intense, soluble dans du méthanol, fut I'un des premiers radicaux libres utilisé pour
étudier la relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques (Brand-
Williams et al., 1995).

La réduction du radical libre DPPH® (2,2’-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un
antioxydant peut étre suivie par spectrometrie UV- Visible, en mesurant la diminution de
I’absorbance a 517 nm provoquée par les antioxydants. En présence des piégeurs de
radicaux libres, le DPPH (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl) de couleur violette se réduit en
2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Molyneux, 2004).

1,5 ml de solution de DPPH et 100ul de I’extrait sont mélangés. Puis le mélange
obtenu est incubé a température ambiante et a I’obscurité pendant 30 minutes. Les

absorbances sont mesurées a 517nm (Figure 10).

Ajout 1,5ml de la
solution de DPPH

------------------

- ————
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Figure 10 : Récapitulation des étapes d’évaluation de I’activité antiradicalaire (DPPH).

Une courbe d’étalonnage linéaire (y = ax + b) est préparée en utilisant I’acide
ascorbique comme standard pour déterminer le taux de I’activité anti-radicalaire. Les
résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide ascorbique (EAC)/100g de confiture et de

miel de Ziziphus jujuba.(Figure 04, Annexe I).
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11.5.3- L activité antiradicalaire (ABTS ):
La méthode de radicale ABTS (I’acide 2,2’-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-

sulphonique) est I'un des tests les plus utilisés pour la détermination de la concentration des
radicaux libres. Il est basé sur la neutralisation d'un radical - cation résultant de la mono
électronique oxydation du chromophore synthétique. (Jiri et al., 2010)

Le radical cation ABTS est génére en mélangeant a volume égal une solution de 7 mM
de persulfate de potassium K>S»>Og et une solution d'ABTS a 2.45 mM, le tout est
conservé a l'abri de la lumiére et a température ambiante durant 16 h avant utilisation. La
solution obtenue est diluée avec du méthanol pour obtenir une absorbance de 0.70 a 734
nm. 1 ml de cette solution fraichement préparée sont ajoutés a 25 ul d'extrait et la lecture

est faite a 734 nm apres 6 minutes d’incubation dans le bain marie a 30°C (Figurell).

___________________

------------------

___________________________________

Incubation dans le bain marie pendant 6
minutes a 30 °C.

-_————
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Figure 11 : Récapitulation des étapes d’évaluation de I’activité antiradicalaire (ABTS).

L activité antiradicalaire (ABTS) de chaque extrait est calculée a partir d'une courbe
d'étalonnage linéaire (y = ax + b) établie avec des concentrations précises de trolox
Comme standard de référence.

Les résultats sont exprimés en mg d'équivalent de trolox (ET)/100g de confiture et de
miel de Ziziphus jujuba (Figure 05, Annexe I).

&
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11.6-Analyse statistique

Toutes les données réalisées sont la moyenne de trois essais. Une analyse descriptive
des résultats est réalisée a l'aide du logiciel Microsoft Office Excel 2007, afin de
déterminer les moyennes et les écarts types. Une analyse de la variance (ANOVA) est
appliquée a l'aide du logiciel STATISTICA 5.5 afin de mettre en évidence les différences
significatives entre les échantillons de la confiture et de miel de Ziziphus jujuba pour

chaque paramétre. Le degré de signification des données est pris a la probabilité p <0,05.
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111 .1.Parametres physico-chimique :
111.1.1-Humidité :

La teneur en eau est I’une des caractéristiques la plus importante du miel et de la confiture.
Elle conditionne la conservation du produit, son poids spécifique, et ces réactions
chimiques, I'eau représente une source de dégradation des polyphénols par le phénomeéne

d'oxydation.

Les taux d’humidités de la confiture et miel de Ziziphusjujuba sont présentés dans la

figure suivante :

35 4
30 -
25 A
20 -
15 -
10 -

Taux d'humidite %

5 A

0 .
Confiture Miel

Figure 12 : le taux d'humidité de la confiture et miel de Ziziphusjujuba.

Les barres verticales représentent la moyenne + écart type.
Les lettres en minuscules indique les différences (a>h)

Le test LSD montre une différence significative (p<0.05) des taux d'humidité de la

confiture (31,03%) et de miel (19,98%)de Ziziphusjujuba.

11.1.2-pH :

Le pH est un indicateur de qualité biologique et chimique, sa mesure donne une
idée sur la qualité de la conservation de produit a analyse et sert a mettre en évidence

d’éventuelles fermentations microbiennes.
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Le pH de la confiture et miel de Ziziphusjujuba est présenté dans la figure suivante :

4,2 - a

4,1 -
r 47 b
o

3,9 -

3,8 -

3,7
Confiture Miel

Figure 13 :pH de la confiture et miel de Ziziphusjujuba

Les barres verticales représentent la moyenne + écart type.
Les lettres en minuscules indique les différences (a>h)

Les résultats montrent une différence significative (p<0,05) entre les valeurs de pH de
1'échantillon de la confiture et de miel. Toutefois la confiture posséde un pH plus bas (plus
acide) (pH=3,86) que celui de miel (pH=4,11).

111.1.3-Acidité titrable :

L acidité titrable correspond a la somme des acides organiques présents dans le produit et
L’acidité titrable est aussi I’un des parametres qui affectent la qualité, la stabilité et la
durée de vie du produit et qui protege contre le développement des microorganismes.

L acidité titrable de la confiture et de miel de Ziziphusjujuba est présentée dans la figure

suivante :

0,35 - 3
0,3 -
0,25 -
~ 0,2 -
< 0,15 -
o> 0,1 -
0,05 -

O .

/100g

mg (EAC

Confiture Miel

Figurel4 : Le taux d'acidité de la confiture et miel de Ziziphusjujuba

Les barres verticales représentent la moyenne + écart type.
Les lettres en minuscules indique les différences (a>b)
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Les résultats montrent une différence significative (p<0,05). L’échantillon de la
confiture présente une acidité relativement un peu plus élevée équivalente a 0,293mg
(EAC)/100g par comparaison celui du miel qui en moyenne de 0,086 mg (EAC)/100g.

I11.2-Dosage des antioxydants :

111.2.1-Teneurs en polyphenols totaux :
La teneur en composés phénoliques est significativement affectée par la nature des

différents solvants et par différentes méthodes (p<0,05). Les résultats de dosage des
polyphénols totaux des extraits de différents solvants (acétone 60% et éthanol 60%) et de
différentes méthodes (extraction par agitation (EA), extraction assistée par ultrasons
(EAU),extraction assistée par microondes (EAM) )les résultats sont présentés dans la

figure N°15 :
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Figure 15: Teneurs en polyphénols totaux des extraits de confiture (a) et de miel de jujube
(b)obtenus par différentes méthodes d’extraction.

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative ;Les lettres en minuscules
indique les différences entre les trois méthodes (a>b>c) ;Les lettres en majuscules désignent la différence
entre les deux solvants (p<0,05 avec A>B) ;Les barres verticales représentent la moyenne + écart type.
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L’etude statistiquemontreque les extraits obtenus par I’extraction assistée aux ultrasons
présentent les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux que se soit pour les extraits
acétoniques ou éthanoliques, le miel ou la confiture.

Les teneurs en polyphénols des extraits de confiture varient ainsi de172,92(EA) et 271,96
(EA) mg EAG /100g a 291,50(EAU)et 305,39 mg EAG /100g(EAU) pour les extraits
acetoniques et éthanoliques, respectivement.

Les teneurs en polyphénols des extraits de miel varient ainsi de 61,93(EA) et 57.48 (EA)
mg EAG /100g a 78,06 (EAU) et 109,79 mg EAG /100g(EAU) pour les extraits

acetoniques et éthanoliques, respectivement.

D’aprés I’histogramme illustré dans la figure, la teneur en polyphénols pour la

confiture et miel respectivement sont classés selon I’ordre décroissent suivent :

L’éthanol 609%(290,58 mg EAG /100g) > I’acétone 60%(210.37mg EAG /100g) ;
L’ethanol 60%(78,45 mg EAG /100g) > I’acétone 60%(70,58mg EAG /100g).

Les résultats indiquent une différence significative (p<0,05) entre les teneurs en
polyphénolstotaux qui varient considérablement entre les extraits de la confiture et celles
des miels, la confiture posséde la teneur la plus élevée avec une moyenne de 252,83mg
EAG /100g suivi par le miel en moyenne de 74,51 mg EAG /100g.

111.2.2. Teneurs en flavonoides totaux :

L’etude statistique indique quelateneur en flavonoides totaux des différentes extraits varie
de maniere significative (p<0,05)selon la nature de solvants et les différentes méthodes.
Les résultats de dosage des flavonoides totaux par les différents solvants (acétone60% et
éthanol 60%) et par les differentes méthodes (extraction par agitation, extraction assistee
par ultrasons, extraction assistée par microondes)les résultats sont représentés dans la
figure N° 16:
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Figure 16 : Teneurs en flavonoides des extraits de confiture (a) etde miel de jujube

(b)obtenus par différentes méthodes d’extraction

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative ;Les lettres en minuscules
indique les différences entre les trois méthodes (a>b>c) ;Les lettres en majuscules désignent la différence
entre les deux solvants (p<0,05 avec A>B) ;Les barres verticales représentent la moyenne + écart type.
Abréviations : extraction assistée aux ultrasons (EAU), extraction par agitation ((EA), extraction assistée
aux microondes (EAM)

L’étude statistique montre que les extraits obtenus par I’extraction assistée aux microondes
présentent les teneurs les plus élevées en flavonoides totaux que se soit pour les extraits

acétoniques ou éthanoliques, le miel ou la confiture.
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Les teneurs en flavonoides des extraits de la confiture varient ainsi del6,06(EA) et 21,38
(EA) mg EQ /100g a 28,95(EAM) et 28,35mg EQ /100g(EAM et EAU) pour les extraits
acétoniques et éthanoliques, respectivement.

Les teneurs en flavonoides totaux des extraits de miel varient ainsi de3,8 (EA et EAU) et
5,16 (EAU) mg EQ /100g a 5,3(EAM) et 5,65mg EQ /100g (EAM et EA) pour les

extraits acetoniques et éthanoliques, respectivement.

D’apres I’histogramme illustré dans la figure,la teneur en flavonoides pour la confiture
etle miel respectivement sont classés selon I’ordre décroissent suivants :

L’éthanol 60%(25,84 mg EQ /100g) > I’acétone 60% (24,26 mg EQ /100g) ;

L’ethanol 60%(5,56 mg EQ /100g) > 1’acétone 60% (4,36 mg EQ /100g).

L’étude statistique montre que les teneurs en flavonoides totaux révélent une différence
significative (p<0,05) qui varie entre25,10mg EQ /100get 4,96mg EQ /100g. Le taux des
flavonoides totaux le plus élevé est détecté par la confiture en moyenne de 25,10mg EQ

/100g, cependant il est 6 fois superieur a celle rapportée par le miel 4,96 mg EQ /100g.

I11.3-Activitésantioxydantes :

111.3.1- Pouvoir réducteur :

Le pouvoir réducteur des Differents extraits varie considérablement selon les différents
solvants et les différentes méthodes (p<0,05). Les résultats du pouvoir réducteur des
extraits analysés par les différents solvants (acétone 60% et éthanol 60%) et différentes
méthodes (extraction par agitation, extraction assistée par ultrasons, extraction assistée par

microondes) les résultats sont exprimés dans la figureN°17 :
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Figure 17 : Pouvoir réducteur des extraits de la confiture (a) et du miel de jujube

(b)obtenus par différentes méthodes d’extraction.

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative ; Les lettres en minuscules
indique les différences entre les trois méthodes (a>b>c) ;Les lettres en majuscules désignent la différence
entre les deux solvants (p<0,05 avec A>B) ;Les barres verticales représentent la moyenne + écart type.
Abréviations : extraction assistée aux ultrasons (EAU), extraction par agitation ((EA), extraction assistée
aux microondes (EAM)

Pour les extraits acétoniques de la confiture, les résultats du pouvoir réducteur obtenus par
les trois méthodes d’extraction donnés par la figure révélent une différence significative
(p<0,05).toutefois, 'EAU est significativement la meilleure méthode d’extraction soit en
moyenne 110,06mg EAC /100g suivis par la I’EA et 'EAM soient en moyennes de
86,95mg EAC /100g et 67,21 mg EAC /100g, respectivement.
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Pour les extraits éthanoliques de la confiture I'EAU et I'EAM nerévélent pas une
différence significative (p>0,05) et enregistrent les teneurs les plus élevées en moyenne
91,41mg EAC /100g et90,83mg EAC /100g respectivement suivi par la I’EA en moyenne
de 87,16 mg EAC /100g.

Pour les extraits acétoniques du miel, les résultats du pouvoir réducteur obtenus par les
trois méthodes d’extraction révélent une différence significative (p<0,05) ;toutefois,I'EAU
enregistre le pouvoir réducteur le plus important a savoir en moyenne de 81,27 mg EAC
/100g. En revanche, 'EAM et de I’EA ne présentent pas de différence significative a
savoir en moyenne 47,70mg EAC /100g et 46,90 mg EA /100g ,respectivement.

Pour les extraits éthanoliques du miel, les résultats du pouvoir réducteur obtenus par les
trois méthodes d’extraction révelent une différence significative (p<0,05).toutefois, I'EAU
est significativement la meilleure méthode d’extraction en moyenne de 83,06mg
EAC/100g suivis par 'EAMet I’EA soient en moyennes de 59,83et 55,68mg EAC /100g

,respectivement.

D’aprés I’histogramme illustré dans la figure, nous pouvons classer les solvants de la
confiture et le miel respectivement par ordre de réactivité décroissante :

L éthanol 60% (89, 80mg EAC /100g) > I’acétone 60% (85, 32mg EAC /100g).

L’éthanol 60% (63,79mg EAC /100g) > I’acétone 60% (55,79 mg EAC /100g).

Les résultats indiquent une différence significative (p<0,05) entre le pouvoir réducteur qui
varient considérablement entre les extraits de la confiture et celles des extraits du miel,
toutefois, la confiture possede le pouvoir réducteur le lus important avec une moyenne de
87,69EAC /100g suivi par 59,79 mg EAC/100g pour le miel.

111.3.2-Activité antiradicalaire (DPPH) :

L activitéantioxydante déterminée par la méthode utilisant le DPPH dans

Différents extraits varient de facon significative (p<0,05) selon la nature de solvants et les
différentes méthodes, les résultats de I’activitéantiradicalaire des extraits analysés par les
différents solvants(acétone 60% et éthanol 60%) et par les différentes méthodes(extraction
par agitation, extraction assistée par ultrasons, extraction assistée par microondes) les

résultats sont exprimés dans la figure N° 18 :
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Figure 18 : Activité antiradicalaireDPPH des extraits confiture (a)et de miel de jujube
(b)obtenus par différentes méthodes d’extraction.
Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative ;Les lettres en minuscules
indique les différences entre les trois méthodes (a>b>c) ; Les lettres en majuscules désignent la différence
entre les deux solvants (p<0,05 avec A>B) ;Les barres verticales représentent la moyenne + écart type.

Abréviations : extraction assistée aux ultrasons (EAU), extraction par agitation ((EA), extraction assistée
aux microondes (EAM).

Pour les extraits acétoniques de la confiture, Les taux de I’activité antiradicalaire obtenus
par les trois méthodes d’extraction, présentées dans la figure, révélent des différences
significatives (p<0,05) ; toutefois, I'analyses des résultatsmontrent que 1'EAM est la
meilleure méthode d’extractionsoit en moyenne de 144,39mg EAC /100gsuivis par 'EAU
et I’EA soient en moyennes de 135,03 et 96,90 mg EAC /1009 respectivement.

Pour les extraits éthanoliques de la confiture, les taux de I’activité antiradicalaire obtenus
par les trois méthodes d’extraction révélent une différence significative (p<0,05);

toutefois,'EAM est la meilleure méthode d’extraction 109,82 en moyenne suivis par

E
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I’EAet le I'EAU soient des moyennes de 56,03mg EAC /100get 45,29 mg EAC /100g,
respectivement.

Pour les extraits acétoniques du miel, les taux de I’activité antiradicalaire obtenus par les
trois méthodes d’extraction révelent une différence significative (p< 0,05) ; toutefois,
I'EAU et 'EAM sont significativement les meilleures méthodes d’extractions soient en
moyennes 15,76mg EAC /100get 14,65mg EAC /100g respectivement, suivi de I’EA avec
une moyenne de 7,78 mg EAG /100g.

Pour les extraits éthanoliques du miel, les taux de I’activité antiradicalaire obtenus par
les trois méthodes d’extraction révelent une différence significative (p< 0,05) ; toute fois,
I'EAM est la meilleure méthode d’extraction soit en moyenne de 18,24mg EAC
/100gsuivis par I’EA et I'EAU soient des moyennes de 12,22 et 6,58 mg EAC /100g

,respectivement.

D’apres I’histogramme illustré dans la figure, nous pouvons classer les solvants de la
confiture et le miel respectivement par ordre de réactivité décroissante :

L’ acétone 60% (125,44 mg EAC /100g) > I’éthanol 60% (73,52 mg EAC /100g).

L acétone 60% (12,35mg EAC /100g) > I’éthanol 60% (11,61mg EAC /100g).

Les résultats indiquent une différence significative (p<0,05) entre 'activitéantiradicalaire
qui varient considérablement entre les extraits de la confiture et celle de miel ; toutefois, la
confiture possede une activité antiradicalaire 9 fois plus importante 101,01 mg EAC
/100g que le miel qui est de I’ordre de11,98 mg EAC /100g.

111.3.3-Activité antiradicalaire (ABTYS) :

L activité antioxydante déterminée par la méthode utilisant le radical ABTS dans les

différents extraits varient de facon significative (p<0,05) selon la nature de solvants. Les
résultats des extraits analysés par les différentssolvants (acétone 60% et éthanol 60%) et
par les différentes méthodes (extraction par agitation, extraction assistée par ultrasons,

extraction assistée par microondes) les résultatssont exprimés dans la figure N°19 :
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Figurel9: Activité antiradicalaire(ABTS) des extraits de confiture (a) et de miel de jujube
(b)obtenus par différentes méthodes d’extraction.
Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative ;Les lettres en minuscules
indique les différences entre les trois méthodes (a>b>c) ; Les lettres en majuscules désignent la différence
entre les deux solvants (p<0,05 avec A>B) ;Les barres verticales représentent la moyenne + écart type.

Abréviations : extraction assistée aux ultrasons (EAU), extraction par agitation ((EA), extraction assistée
aux microondes (EAM)

Pour les extraits acétoniques de la confiture ,les taux de I’activité antiradicalaire obtenus
par les trois méthodes d’extraction, présentées dans la figure , révélent une différence
significative (p < 0,05);toutefois, I'EAM est significativement la meilleure méthode
d’extraction soit en moyenne 188,78mg ET /100gsuivis par 169,21mg ET/100g pour
I’EA et 167,39 mg ET /100g pour I'EAU qui ne révélent pas une différence significative
(p>0,05).
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Pour les extraits éthanoliques de la confiture, les taux de I’activité antiradicalaire obtenus
par les trois methodes d’extraction révélent une différence significative (p<0,05) ;
toutefois, 'EAM est significativement la meilleure méthode d’extraction soit en moyenne
185,94 mg ET /100g suivi par 164,38mg ET /100g pour I'EAU et 163,85 mg ET /100g
pour ’EA qui ne révelent pas une différence significative (p> 0,05).

Pour les extraits acétoniques du miel, les taux de I’activité antiradicalaire obtenus par les
trois méthodes d’extraction, présentées dans la figure, révelent une différence significative
(p< 0,05), cependant la meilleure méthode d’extraction est enregistrée par 'EAM soit en
moyenne del72,43mgET /100g suivis de I'EAU 153,18mg ET /100g et 124,12 mg ET
/100g pour I’EA.

Pour les extraits éthanoliques du miel, les taux de I’activité antiradicalaire obtenus par les
trois méthodes d’extraction révelent  une différence significative (p< 0,05),
cependant ;I'EAM est la meilleure méthode d’extraction par une moyenne de 155,11 mg
ET /100gsuivis de 135,83 mg ET /100g pour I'EAU et 132,86 mg ET /1009 pour I’EA.

D’apres I’histogramme illustré dans la figure, nous pouvons classer les solvants de la
confiture et le miel respectivement par ordre de réactivité décroissante :
L acétone 60% (151,33mg ET /100g)> I’éthanol 60% (137,38 mg ET) /100g.
L acétone 60%(175,12 mg ET /100g)>I’éthanol 60%(172,26 mg ET) /100g.

Lesrésultats indiquent une différence significative (p<0,05) entre 1' activité
antiradicalairequi varient considérablement entre les extraits de la confiture et celles de
miel;toutefois la confiture posséde une activité antiradicalaire plus importante173,78mg
ET /100g que le miel qui est de I’ordre del44,36mg ET /100g.

111.4-Discussion :

Le résultat du taux d'humidité du miel de Zizyphus jujuba se situe dans I’intervalle des
taux d'humidités cités par; Benaziza-Bouchema et al.,(2010) ;Makhloufi et al., (2010);
Chefrour et al., (2007) ; Ouchemoukh et al., (2007) ;qui ont obtenus des teneurs en eau
allant de14 a 21% pour 168 miels algériens. Pour les miels tunisiens I’humidité varie de 16

a21,8%. Jilani et al., (2008) et Terab et al.,(2003) ont obtenu une valeur moyenne de




Chapitre 111 Résultats et discussion

17,5% dans 29 miels marocain.Ces valeurs sonten dessous de la limite

maximalepréconisée par Codex Alimentarius (2001) qui est de20% maximum.

La teneur en eau est un facteur hautement important car il permet I’estimation du degré de
maturité des miels et peut renseigner sur stabilité contre la fermentation et la cristallisation
au cours de stockage ; donc elle conditionne la conservation du produit (De Rodriguez et
al., 2004).

D’apres Zerrouketal., (2011), La forte interaction de sucre avec les molécules d'eau réduit
I'eau disponible au développement des micro-organismes. L’eau et la teneur en sucre du
miel sont strictement corrélées. La teneur en eau dépend de divers facteurs tels que la
saison de récolte, le degré de maturité atteint dans la ruche et les facteurs climatiques. La
valeur obtenue indiquant un bon degré de maturité est inclus dans la gamme de I’eau

approuvee par le Codex Alimentaires(Codex alimentarius, 2001).

Les résultats du taux d'humidité sur la confiture sont conforme au normes qui exige une
humidité inferieur a 40% (Brat et al., 2007) et le codex alimentrarius 296-2009. De
méme, Fredot,(2005) rapporte que I’humidité varie entre 30 et 40%.Ainsi les résultats se
situent dans I’intervalle cité par Belitz et al., (2009) avec des valeurs qui sont dans la
plage de28,81 a de 36,9%.

L'humidité moyenne de la confiture située autour de 31,03% est due en partie au °Brix
final du produit qui entraine I'évaporation d'une grande quantité d'eau lors de la cuisson.La
connaissance de I’humidité de la confiture nous renseigne sur I’aptitude du produit a la
conservation et d’un éventuel développement microbien.

On conclut que nos échantillons confiture et miel de jujube peuvent étre conservés sans

risque d'altération de leurs propriéteés physico-chimiques.

La valeur moyenne du pH de | 'échantillon de miel est de 4,1est conforme au normes de
codex alimentarius 2001 qui exige une valeur inferieur a 5,5. Ce résultat est similaire a
celui deBadawyetal.,(2004) qui indiquent que les valeurs du pH du miel varient entre 4,1
et 5,2 et celui, Ruoff,( 2006) etBogdanov et al., (2004),qui montrent Que tous les miels
sont acides, avec des valeurs de pH généralement comprises entre 3,5 et 5,5.

Les valeurs de I’aciditétitrable de | 'échantillons de miel est de 0,086 ce résultat est proche

a celui rapporté par Achouri et al.,(2015) qui ont obtenu une valeur d' acidité de 0,071.

.
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Ces résultats répond au normes de codex alimentarius 2001 qui exige une valeur

maximale de 0,5.

Ibrahim et al.,(2012),indiquent que le miel est naturellement acide indépendamment de
son origine géographique, cette acidité provient a la présence d'acides organiques qui
contribuent a sa saveur et sa stabilité contre la detérioration microbienne. Le pH des
échantillons du miel est important au cours du processus d'extraction, car elle affecte la
texture, la stabilité et la durée de vie. Le pH du miel est suffisamment bas pour ralentir ou

empécher la croissance de nombreuses espéces de bactéries (Naman et al., 2005).

La mesure de pH de la confiture révele un pH acide avec une valeur de 3,86.

Ce résultat est proche de celui rapporté par Vibhakara et al., (2006)qui ont obtenu un pH
avec une valeur 3,80 et il se situe dans I’intervalle de pH cité par Bowler et al.,(1995)qui
de 2,7 a 3,9.Ces résultats répond au normes de codex alimentarius296-2009 qui exige une

valeur maximale de 4.

La valeur de I’aciditétitrable de la confiture est de 0.293mg (EAC)/100gcette valeur est
trés proche a celles signalée par Ali et al.,(2011) qui ont obtenu une valeur de 0.31 et
celleLeccese et al,.(2012)qui rapportée une valeur de 0,33mg (EAC)/100g.

Ces résultats répond au normes de codex alimentarius 296-2009 qui exige une valeur
maximale de 1,9.

Les échantillons de la confiture analysés renferment une grande quantité d'acide nécessaire
pour une bonne conservation ; selon Luh et al.,(1986), un pH bas est essentiel pour
empécher la détérioration de laconfiture, en défavorisant la prolifération des bactéries, des
levures et des moisissures. Deméme, la formation de gel se produit seulement dans une
certaine plage de concentration enions hydrogéne. La plage de pH optimale pour une
bonne gélification de la confiture est autour de 3,0. La force de gel diminue rapidement
avec l'accroissement de la valeur du pH.Au-dela de la valeur 4 aucune formation de gel ne
se produit (Vibhakara et al., 2006).

Les résultats pour I’acidité et pour le test de pH montrent la relation nette et claire qui
existe entre le pH et l'acidité totale. Plus le pH est faible, plus I'acidité est élevée dans un

produit.

-
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Avec environ 9000 structures naturelles élucidées, les polyphénols constituent une famille
importante de métabolites secondaires de faible poids moléculaire du régne vegétal
(Akowah et al., 2004). Ce sont des corps dont la molécule contient plusieurs fonctions
phénols. L’élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un
noyau phénolique a 6 carbones, auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle
(OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside. , les composés
phénoliques jouent un réle fondamental car sont des éléments importants de qualités
sensorielle et nutritionnelles des végétaux que consomme I'homme et leur intervention
dans la santé et maintenant reconnue dans des domaines variés, anticancérigene,
antioxydant, la lutte contre le vieillissement des cellules et anti inflammatoire. (Sarni-
Manchado et al., 2006).

L’objectif de I’étape d’extraction des composes phenoliques a partir de la matrice végétale
est de libérer ces composés a partir des structures vacuolaires ou ils se trouvent, par la
rupture du tissu végétal ou par le phénomeéne de diffusion.

Les polyphénols sont des composés polaires (présence de plusieurs groupements
hydroxyles), I’extraction doit étre effectuée avec un solvant organique mélangé avec I’eau.
Aprés optimisation; le meilleur solvant pour I’extraction des composés phénoliques de

confiture et de miel de Ziziphusjujuba sont I’éthanol 60% et I’acétone 60%.

D’apres les résultats obtenus, les polyphénols totaux et le pouvoir réducteur,on remarque
une amelioration dans les teneurs des polyphénols totaux et du pouvoir réducteur par
| 'extraction assistée aux ultrasons alors qu’on assiste a une baisse dans ces teneurs lors de
I’utilisation de I’extraction par agitation etl’extractionassistée aux microonde, L’extraction
assistée aux ultrasonsest considerée comme étant la méthode alternative d’extraction des

polyphénols totaux et du pouvoir réducteur.

Les résultats sont en accords avec (Bourgou et al.,, 2016 et Annegowda et al .,
2001)quiont réevéle que les extraits d’Euphorbiahelioscopiaobtenus par I’extraction assistée
par ultrasons sont est plus efficaces en améliorant I’extraction des composée
phénoliques, ce qui conduit a une augmentation de rendement d’extraction
compares a ceux obtenus par I’extraction par agitation et I’extraction assistée par
microondes. Cet effet peut étre expliqué par le processus produit par cavitation, lequel est

induit par I’irradiation des ultrasons, provoquant le gonflement des cellules ,I’absorption

5
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de solvant ,I’elargissement des pores , et donc une augmentation du coefficient de diffusion
des composés phénoliques antioxydants a travers les parois cellulaires. Une possible
destruction de la matiére végétale ou un faible effet positif sur I’extraction de
I’augmentation locale de température due aux ultrasons pourrait également étre supposé.
Les ultrasons ont I’avantage de réduire considérablement le temps d'extraction et
d’augmenter le rendement d'extraction. Ceci est en accord avec nos resultats qui révelent
que les plus importants rendements sont marqués par la méthode d’extraction assistée aux

ultrasons.

L’activité antioxydanted'un composé correspond a sa capacité a résister a 1'oxydation. En
effet la plupart des antioxydants posseédent des groupes hydroxyles dans leurs structures
Leur capacité a piéger les radicaux libres a une concentration relativement faible (Berger,
2006).

Les antioxydants sont capables de neutraliser les formes actives de 1'oxygene et permettent
de maintenir au niveau de la cellule et de I’organisme des niveaux non cytotoxiques de
radicaux libres .la performance de ces derniers dépend du milieu de leur concentration et
du temps d’oxydation (Goudable et al., 1997).

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels. Ils sont des
composés qui contiennent 15 atomes de carbone disposés en deux noyaux

aromatiques reliés par un pont de trois carbone qui ont la structure C6- C3-C6 (Taiz et al.,
2002). Caracterisés par le noyau de flavan (I-phényl-2, 4-benzopyrone), Les flavonoides

sont parmi les plus puissants antioxydants alimentaires (Cirillo et al., 2012).

D’apreés les résultats obtenus pour les flavonoides totaux dans les composés phénoliques et
la mesure de I’activité antiradicalaire par DPPH et I'ABTS, on remarque une amélioration
dans les teneurs en flavonoides et dans la capacitéantiradicalairepar I'extractionassistée
par microondesalors qu’on assiste & une baisse de ces teneurs et de cette capacité lors
I’utilisation de I'extraction par agitation et 1’extraction assistée par ultrasons .I’extraction
assistée par microondesest considérée comme étant la méthode alternative d’extraction des

flavonoides totaux ,et de déterminer I’activité antiradicalaire par le DPPH et I’ABTS.

Ces résultats sont en accord avec Dahmoune et al.,(2013)qui ont révélé que les extraits

des écorces de I’orange « Maltaise demisanguine»obtenus parl’extraction assistée par

-
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microondes sont les plus efficaces comparés a ceux obtenus parl’extraction sous
agitation et I’extraction assistée auxultrasons.

L’utilisationdes microondes améliore le rendement d’extraction en entrainant une
dégradation plus intense des tissus. En effet, L’extraction assistée par microondes
déshydrate le cellulose et réduit sa résistance mecanique, ce qui permet une
pénétrationfacile du solvant dans les canaux cellulaires. Le chauffage provogque un
dommage cellulaire et une microstructure fragilisée qui aide a libérer rapidement le soluté
dans le solvantetfacilite I’extraction des flavonoides ainsi que I’évaluation de I’activité
antiradicalaire. Cette extraction a montré des avantages évidents en termes d'efficacité

d'extraction elevée pendant une courte duree d'extraction. (Dahmoune et al., 2013)

Les résultats obtenus pour les composés phénoliques et du pouvoir réducteur révelent une
influence significative du pouvoir d’extraction du solvant .I’éthanol 60% le solvant le plus
efficace a extraire les polyphénols totaux et d’obtenir le pouvoir réducteur le plus
important de confiture et mielZiziphusjujuba.Cesrésultats sont en accord avec les travaux
deBourgou et al,.2016 et Jelassi et al., 2012qui se sont intéressés aux extraits
éthanoliques, méthanoliques et acétoniques de I’espéce tunisienned’Euphorbiahelioscopia,
qui confirment que I’éthanol60%est le meilleur solvant d’extraction des poyphénols totaux
et pour obtenir le meilleur pouvoir réducteur .

L’ethanol solubilise correctement les composes phénoliques moyennement polaires et peut
entrainer aussi des substances lipophiles résiduelles. Et fait ameliorer le rendement en
composés phénoliques glycosylés et des phénols avec un degré de polymérisation plus
élevé. D’autre part, I’augmentation de I’eau dans le systeme de solvant d’extraction (
éthanol 60%) fait extraire en quantité importante les composés non phenoliques comme les
glucides et les protéines, susceptibles de polymeériser avec les composés phénoliques ce qui
conduit a la formation des complexes colloidales qui ne sont pas détectés par le test utilisé
(Poncet-Legrand et al., 2003).

Pour la mesure de I’activité antiradicalaireles résultats sont en accords avec ceux
apportées par Trabelsi et al,. (2012), qui montrent que 1'acétone 60% est le meilleur
solvant d'extraction de LimoniastrummonopetalumLet posséde une forte capacité

antioxydante, Bien qu'étant un solvant organique, il possede une grande polarité qui lui

.
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permet d'extraire autant les molécules polaires ainsi une bonne solubilité pour

cesmolécules.







Conclusion

Conclusion

L’étude a comme objectif la réalisation de quelques analyses physico-chimique de
(humidité ,pH, acidité) et déterminer I’effet des méthodes d’extraction a savoir I'extraction
assistée par ultrasons, extraction assistée par microondes et I’extraction sous agitation sur
les teneures en composés phénoliques et I’évaluation I’activité antioxydante.

Les analyses physico-chimiques effectuées sur la confiture et miel de Ziziphus jujuba
montrent un taux d 'humidité de 31.03% pour la confiture et 19.98% pour le miel et un pH
acide 3.86 et 4.1 et une acidité de 0.293 et 0.089 pour la confiture et miel, respectivement

Le dosage des composés phénoliques révéle que I’extraction assistée par ultrasons est la
plus adéquate pour I’extraction des polyphénols totaux et présentant ainsi les teneurs plus
élevées en polyphenols totaux (305,39 (confiture) ;109,79 mgEAG /100g (miel)), tandis que
les extraits par microonde présentent les teneurs les plus elevées en flavonoides (28,95
(confiture) ; 5,65 mg EQ /100g(miel)).

L 'évaluation de I’activité antioxydante des extraits de la confiture et de miel de Ziziphus
jujuba par la mesure de I’activité antiradicalaire (DPPH et I'ABTS) et le pouvoir réducteur
révele une amélioration de pouvoir réducteur en utilisant I’extraction assistée aux ultarsons (
91,41(confiture) ; 83,06 mg EAC/100g (miel)), par ailleurs l'extraction assistée par
microondes est la meilleure méthode pour estimer I’activité antiradiralaire en présentant le
potentiel antiradicalaire le plus élevé ( 144,39 (confiture) ; 15,76 mg EAC/100g (miel)) pour
le DPPH et (188,78 (confiture) ; 172,43 mg ET /100g (miel)) pour I’ABTS.

L’étude comparative révele que les extraits éthanoliques ont permets d’obtenir les teneurs
les plus élevées de polyphénols (290,58 (confiture) ; 78,45 mg EAG /100g (miel)) et les
flavonoides (25,84 (confiture) et 5,56 mg EQ /100g (miel)) et le meilleur pouvoir réducteur
(89, 80 (confiture) et 63,79 mg EAC/100g(miel)) ,tandis que les extraits acétoniques
possedent l'activité antiradicalaire la plus importante ( 125,44 (confiture) ;12,35 mg
EAC/100g(miel)) pour le DPPH et (175,12 (confiture) ; 151,33 mg ET /100g(miel)) pour
I’ABTS.

En perspective, plusieurs travaux peuvent étre envisages dans la continuité des travaux
entamés :

e Elargir le panel des activités antioxydantes in vitro et in vivo et pourquoi pas d'autres
tests biologiques: antibactérien, anti inflammatoire, antidiabétique, et autres

e Analyses qualitatives des extrais obtenus par des méthodes performante comme
I’HPLC/MS et RMN.
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Figure 01: Courbe détalonnage avec I’acide gallique pour le dosage des polyphenols totaux.
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Figure 02 : Courbe détalonnage avec la quercétine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 03 : Courbe détalonnage avec I’acide ascorbique pour I’évaluation du pouvoir
réducteur.
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Figure 04 : Courbe détalonnage avec I’acide ascorbique pour I’évaluation de I’activité

antiradicalaire par le DPPH.
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Figure 05 : Courbe détalonnage avec le trolox pour I’évaluation de I’activité

antiradicalaire par I'ABTS.



Résumé :

L'objectif de ce travail est la détermination des paramétres physico-chimiques (humidité, pH et
acidité) et I'¢tude de I’effet de 3 techniques d’extraction(EA, EAU, EAM) sur les teneurs en
antioxydants (polyphenols totaux et flavonoides), le pouvoir réducteur et I’activité antiradicalaire de la
confiture et de miel de Ziziphus jujuba. Les résultats obtenus révélent que 'EAU est la plus
convenable pour I’extraction des polyphénols totaux et montrant ainsi des fortes teneurs (305,39 ;
109,79 mg EAG /100g ) pour la confiture et le miel, respectivement, et un pouvoir réducteur trés
élevé (91,41 (confiture) ; 83,06 mg EAC/100g ( miel) ) par rapport a ’'EA et I'EAM ,tandis que les
extraits obtenu par 'EAM présentent les teneurs les plus élevées en flavonoides (28,95; 5,65
(confiture) mg EQ /100g ( miel) ) et montrant aussi des taux les plus élevés en activité antiradicalaire
(144,39(confiture) ; 18,24 mg EAC/100g ( miel)) pour le DPPH et (188,78(confiture) ; 172,43 mg ;
/100g( miel)) pour I’ABTS . Les résultats indiquent également que les extraits éthanoliques 60%
montrent des fortes teneurs en polyphénols totaux (290,58(confiture) ; 78,45 mg EAG /100g( miel)),
en flavonoides (25,84 (confiture) et 556 mg EQ /100g( miel)), et pouvoir réducteur (89,
80(confiture) ; 63,79 mg EAC/100g( miel)). Par contre, les extraits acétoniques a 60% montrent des
fortes capacités antiradicalaire (125,44(confiture) ; 12,35 mg EAC/100g ( miel)) pour le DPPH et
(175,12(confiture) ; 151,33 mg ET /100g( miel)) pour I’ABTS.

Mots clés: confiture de jujube, miel de jujube, composés phénoliques, activité antioxydant, extraction

Abstract:

The objective of this work is to determine the physicochemical parameters moisture, pH and
acidity) and study the effect of 3 extraction techniques EA, EAU, EAM on antioxidant (total
polyphenols and flavonoids The reducing power and the antiradical activity of the jam and honey of
Ziziphus jujuba. The results obtained show that UAE is the most suitable for the extraction of total
polyphenols and thus shows high levels 305.39 jam109.79 mg EAG / 100 g honey and a very
reducing power 91.41 jam, 83.06 mg EAC / 100 g honey with respect to EA and EAM, whereas
extracts obtained by EAM have the highest flavonoid contents 28.95 jam;5.65 mg EQ / 100 g honey
and also showing the highest levels of antiradical activity 144.39 jam; 18.24 mg EAC / 100 g honey
for DPPH and 188.78 jam; 172.43 mg ET / 100 g honey for ABTS. The results also indicate that 60%
ethanolic extracts show high levels of total polyphenols 290.58 jam; 78.45 mg EAG / 100 ghoney,
flavonoids 25.84 jam ;5.56 mg EQ / 100 ghoney, and reducing power 89, 80 jam ; 63.79 mg EAC/
100 g). On the other hand, the 60% acetonic extracts show high antiradical capacities 125.44jam;12.35
mg EAC / 100 g honey for DPPH and 175.12 jam;151.33 mg ET / 100 g honey for ABTS.

Key words: jujube jam and honey, phenolic compounds, antioxidant activity, extraction .
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