République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministeére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université A. MIRA - Béjaia

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie | g T -
Département de Biologie Physico-chimique ' a ‘ /UIN /124!2.

Filiére : Sciences Biologiques \u | Tasdawit n Bgayet
Option : Biochimie appliquée "7 Université de Béjala

Mémoire de Fin de Cycle
En vue de I’obtention du diplome

MASTER

Theme

Activité antioxydante des extraits de quelques

graines des fruits

Présenté par :

BOUHAOUI Katiba et HADJI Ferroudja
Soutenu le : 21 Juin 2018

Devant le jury composé de :

M™ DAHDOUH A MAA Présidente
M™ ALIOUI-ZEMOURI S MAA Promotrice
M™ ARKOUB L MAA Examinatrice

Année universitaire : 2017 / 2018



Remerciements

Au terme de notre travail nous remercions Dieu le tout
puissant de nous avoir donné le courage et la patience de le
réaliser.

Nous tenons tous particulierement a adresser nos
remerciements les plus vifs d'abord a mnotre promotrice
MmeAlioui-Zemouri S, qui nous a fait [honneur de nous inspirer
ce sujet et nous guider tout au long de son élaboration, nous lui
sommes trés reconnaissantes, pour ses conseils, sa disponibilité,
et surtout sa patience.

Nous tenons a remercier aussi :

Mme DAHDOUH A, de nous avoir honorer de présider le
jury et d’évaluer notre travail; M ARKOUB L, de nous avoir
fait Chonneur d"examiner ce travail.

Un grand merci a [équipe de laboratoire de Biochimie
physico-chimique 2 et de laboratoire de Biochimie alimentaire.

Enfin, nous remercions toutes personnes qui ont participé
de prés ou de loin a la réalisation de ce travail.



Dédicaces

Je dédie ce modeste travail a :

Mes parents source de mon inspiration qui me sont toujours accompagné durant
mon parcours je leurs dis MER(CI pour votre soutien encoutragement et amour

que vous m'avez offert.

A [homme qui a toujours été a mes cotés qui a su me redonner goiit a la vie d
celui qui ne m’a jamais privée de son affections qui aupres de lui j ai trouvé tout,

mon trés cher futur mari ATMAN

A mon frére Tahar que je respecte beaucoup.

A mes chere sceurs :Souraya, Samia, Chafiaet leurs époux Hamid, Leghehel,

Idris, merci pour votre soutien.
A mes niéces : Samia, Yasmine, Alicia.
A mes neveux ; Sofiane, Yanis, Anis .

A mes chéres amis : Hayet, Lamia, Fadila, Samira.

Et a toi ma binéme Katiba je te souhaite la réussite dans ta vie professionnel.

QUE DIEU VOUS GARDE

Ferroudja.



Dédicace

Je dédie ce travail :

A mes trés chers parents LAYACHT et HOURIA qui n’ont jamais cessé de me
témoigner leur affection et de m’apporter leurs soutient depuis toujours, en
témoignage d affection et de profondes reconnaissances envers eux, et aux quels
Jje ne rendrai jamais assez. Je vous aime.

A mes cheéres seeurs Souad, Zoulikha, Nassima et leurs époux;
A ma petite seur Aya et mes niéces : Chaima, Houda, Hiba, Roua,
mes neveux_: Chiheb, Moatez et Ziyed.

Ames fréres Youcef et LaRfider.

Ames chéres amies, Hayet, Amel, Sonia, Zina, Kahina, Wissem,etHabiba.

A toutes ma famille, mes proches qui m’ont beaucoup aide.
A ma trés cheres grand- méres d qui je souhaite une longue vie.

A toi ma collague, amie et seur FERROUDIA, qui m’ a toujours soutenu et d
qui je souhaite le bonheur et [a réussite du monde . A nos 3ans ensemble dont je
garde de bon souvenirs.

A vous Nadia et Amira.

... Que DIEU vous protége. ..

Je le dédie également a tous collégues de la promotion, qu'ils trouvent ici
mon respect le plus profond.

KATIBA.



Liste des abréviations

ABTS: L’acide 2,2’-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique).

ADN: Acide désoxyribonucléique.
AICI3: trichlorure d'aluminium
ANOVA: Analysis Of Variance.

DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl.
DSA : Directions des Services Agricoles.
EAA: Equivalent en Acide Ascorbique.
EAG: Equivalent en Acide Gallique.
EAU: Extraction Assistée aux Ultrasons.
EC3G: Equivalent en Cyanidine-3-Glycosylée.
ERO: Espéces Réactives de I’Oxygene.
EQ: Equivalent en Quercitine.

FAO: Food and Agriculture Organisation

I’alimentation de I’agriculture).

Fe?" : Fer ferreux.

3+
Fe : Fer ferrique.

FeCls: Chlorure ferrigue.
GSH: Glutathion.

GPx: glutathion peroxydase.

H,0, : Peroxyde d’hydrogene ou eau oxygénée.

HOCL : Acide hypochlorique.

K,S,0g : Persulfate de potassium.

(Organisation des Nations Unies pour



MS: Matiére Seche.
NADPH: Nicotinamide-Adenine-dinucleotide-Phosphate.

NaZCOB: Carbonates de sodium.

NO': Monoxyde d’azote.

NO,: Dioxyde d’azote.

N,Oj3: Trioxyde d’azote.

NO;: lon nitrate.

O,": Radical superoxyde.

'0,: L’oxygene singulet

OH: Radical hydroxyle.
8-OH-dG: 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine.
ONOO': Le peroxynitrite.
RO, : Radical peroxyle.

RO': Radical alkoxyle.

RO,H: Radical hydroperoxyde.
SOD: Superoxyde dismutase.
TCA : Acide trichloracétique.

UV: Ultra violet.



Liste des figures

Figure 1: Origine des différentes espéces réactives de 1’oxygeéne impliqué en biologie. ........... 7

Figure 2: Apercu des différentes especes réactives de I’oxygénées(ERO) et des antioxydants

régulateurs de 1eur ProdUCTION. .........cc.oiieiiee ettt ra e ste e sre e 10
Figure 3: Dispositif d’extraction assistée auxX UItraSOnS. ...........cervriririeiieienieseseseseeeeeeee e 18
Figure 4: Récapitulation des étapes de dosage des composés phénoliques totaux. .................... 18
Figure 5: Récapitulation des étapes de dosage des flavonoides. ...........ccocvevvieiieiercncie i 19
Figure 6: Récapitulation des étapes de dosage des proanthocyanidings. ...........cccccevvvereiiverinennn. 20
Figure 7: Récapitulation des étapes d’évaluation du pouvoir réducteur. .........ccocvererererennnins 21
Figure 8: Récapitulation des étapes d’évaluation de 1’activité antiradicalaire (DPPH).............. 22
Figure 9: Récapitulation des étapes d’évaluation de I’activité antiradicalaire ABTS................. 23

Figure 10: Récapitulation des étapes d’évaluation de [1activité antioxydante au

PhOSPROMOIYDUALE. ... 24
Figure 11: Fréquences des ondes sonores et leurs appliCations. ...........ccocovvvinineienenenencnins 26
Figure 12: Teneurs en composés phénoliques totaux des extraits des graines des fruits............ 28
Figure 13: Teneurs en flavonoides des extraits des graines des fruitS.........c.ccocvvvrerenenennnnnns 30
Figure 14: Teneurs en proanthocyanidines des extraits des graines des fruits.............ccceevveinnnns 32
Figure 15: Pouvoir réducteur des extraits des graines des fruitS. ............cocovverneineinscnncnn, 34
Figure 16: Activité antiradicalaire DPPH des extraits des graines des fruits.............cccccovennne. 35
Figure 17: Activité antiradicalaire ABTS des extraits des graines des fruits...........c.ccccoceveenee. 36

Figure 18: Activité antioxydante au phosphomolybdate des extraits des graines des fruits........ 38



Liste des Tableaux

Tableau Titre Page
Tableau | Composition chimique des graines de la figue de barbarie. | 3
Tableau Il Composition chimique du noyau de datte. 4
Tableau 111 La récolte des échantillons. 13
Tableau IV les caractéristiques morphologiques des échantillons. 15




SOMMAIRE
Liste des abréviations
Liste des figures
Liste des tableaux
INErOTUCTION. ... e et s 1

Chapitre | : Revue bibliographique

Chapitre | : Généralités sur les graines, stress oxydatif et radicaux libre

1.1, GENEralités SUK 185 gFaiNES. ..ocuiiviiiieiieiieieiee ettt sttt resbe e e 3
1.1.1. composition chimique de qQUEIQUES GraiNeS .........ccccueieierierereni e 3
[.1.1.8. GrainNeS 08 CAIOUDE .......cuiiiiiiti ittt bbbt bbb 3
[.1.1.b. Graines de la figue de Darbarie ... 3
[.1.1.C. Graines de 12 POMMIB........iiiii et srae e nae e 3
1.1.1.0. Graines A 0lIVE ....cciviiiiiei ittt ettt e et e e st e e st e e e sab e e e s abe e e sbteessbeeesbreeebeeeenneeas 3
[.1.1.€. GraiNeS 08 GALE......cceeiieeeseeieeie s sie et e ettt et e st e st e sreesteeseesaeeteaneesreenseaneens 4
1.1.2. Composés bioactifs et propriétés thérapeutiques des graines ..........ccccceeeeeveveernesnnnn, 4
1.2. Stress oxydatif et radiCauXx HDIES .........ccooviiiiiiii e 6
1.2.1. SEress OXYAAtiT ........ooviiiie e e 6
1.2.2. Définition d’un radical [IDre ..., 6
1.2.2.1. Espéces réactives de ’oxygeéne (ERO) ..........ccccovviiiiiiiiiiiiecesece s 6
1.2.2.2. ESPECES MEACLIVES BZOEES .......cvcvieieieiiceeeeee e 8
1.2.3. Mécanismes d’action des espéces réactives oxygénées et le stress oxydant................. 8
1.2.3.1.R06le des radicaux libres chez "homme .............oociiiiiiiiiiiic e 9
1.2.4. Principales cibles biologiques des ERO .........c.ccviiiiiiie i 9
T o T L= SRRSO 9

2.4, 2, PrOTBINGS ..o 9



1.2.4.3. Acide désoxyribonucléique 0U ADN ..........cccooiiiiiieiic e 9

.25 ANTIOXYTANTS ..ot b ettt bt 10
1.2.6. DEFENSES aNtiOXYAANTS .......c.eciiiiiiiiccie e 10
1.2.6.1. Systemes antioxydants enzymatiques eNAOJENES ..........coorerererieirerieneeenie e 10
1.2.6.2. Systemes antioxydants NON-eNZYMAtiQUES............ccevveieeieeiieeieeie e e se e 11
1.2.6.2.1. Systéme antioXydants ENUOGENES. ......c.eivrrieriirireieeeeeerie et see e s e 11
1.2.6.2.2. Systeme antioXydantS EXOGENES. .......cveieerreeieiierieeieeiesee e eseestaesteeseessaesseeeesreesseaneens 11

Chapitre 11: Partie Expérimentale

Chapitre Il : Matériels et méthodes

HL ECNANTIHTONNAYES ...eeeeieceee ettt e et e e nba e rbeereas 13
11.1. Récolte des EChantilloNS ...........cocv i 13
11.2. Répartition géographique des échantillons..............cccoovveiiiiiiic i 14
11.3. Caractéristiques morphologiques des graiNesS...........cooeerereirenereise s 15
1.4, Préparation des eXIrailS.........ccvciiiiiicic ettt nne e 17
[1.4.1. DElipidation par I” HEXANE........ccccerurririiriirieiisie ittt sttt 17
[1.4.2. EXtraction assiStee aUX UITTASONS .........ccuuiriirieriesiisiesie et 17
11.5.D0Ssage des antiOXYUANTS ........coiuiiiiiiiiieie ettt sne e nne e 18
[1.5.1. Dosage des composes PhENOIIQUES TOTAUX ........veeeririerieirienieieesie e 18
11.5.2. D0Sage des FIAVONOTAES .......oc.uiiiiiiiiieiie ettt ettt st et e nte e naeeneeeneeenee e 19
11.5.3. Dosage des proanthocyanidines (tannins CONAENSES) .........ccvevveiieieerieiie e e 20
1.6, ACHIVITE @NTIOXYAANTS. ..ottt bbbttt 21
[1.6. 1. POUVOIT TEAUCTEU .......eivieeieie ettt ettt ettt s ba e s et e sbeene et enneeneeneensentenreanes 21

11.6.2. ACtIVItE ANtIFATICAIAIIE DPPH .....oeeee et e ettt e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e aaens 22



11.6.3. Activité antiradiCalaire ABTS..... ..ottt be e 23

11.6.4. Activité antioxydante au phosphomOolybaate ...........ccccciiiiiiiiic e 24

TL7. ANALYSE STALISTIGUE......viiiee ettt e e be e be e sbeesbeebeesteenbeenbeenee e 25
Chapitre 111 : Résultats et discussion

Chapitre 111 : Résultats et discussion

I11.1.D0sage des antioXYTANTS .........cooiiiiiiieieie et 26
[11.1.1.Dosages des composées PhENOIIQUES tOTAUX .........ecoveeieiieiieiieiic e 26
[11.1.2. D0OSage des flaVONOTUES .........ocuiiiiiiiiiieee et 29
[11.1.3.Dosage des proanthoCyanidiNgsS ..........ccccveieeiiiieiec e 31
1.2, ACEIVITE ANTIOXYAANTE. ... ..ottt 33
[11.2. 1. POUVOIT TEAUCTEU ..ottt 33
[11.2.2.Activité antiradicalaire DPPH .........ccoooiiiie e 34
[11.2.3.Activité antiradicalaire ABTS ..o 35
[11.2.4.Activité antioxydante au phosphomolybdate ..............cceeeeiieiiiic i 37
(@70] o Tod [5] o] o H PRSP PP PP 39
Références bibliOgraphigUES .........c.coviiiiiiiie ettt re s 41

Annexes



Introduction

Les fruits sont intégrés dans 1’alimentation humaine quotidienne depuis toujours.
Ayant des couleurs, des goflits et des ardmes tres attirants, ils constituent un des éléments
essentiels du régime alimentaire. Frais ou sous forme de produits transformés (Grigoras,
2012).

Les graines sont considérées comme un déchet et la valorisation des sous-produits
organiques dans différent domaine (agroalimentaire, cosmétique,...etc.) a attiré I'intérét de
beaucoup de chercheurs pour deux principaux buts: protection de I’environnement et
exploitation économique. Elles renferment divers composés phytochimiques tels que les
métabolites secondaires qui pourrait justifier leur exploitation comme antioxydant naturel
(El1 Nemr et al .2007).

Au travers des temps, I’homme a subvenir ses besoins de base tel que, nourriture,
abris, vétements et aussi ses besoins médicaux dans la nature (Svoboda et Svoboda. 2000).
Les principes actifs des plantes médicinales sont souvent liés aux produits des métabolites
secondaires, qui sont largement utilisés en thérapeutique, comme des agents préventifs, anti-
inflammatoires, antimicrobien, antiseptiques, diurétiques, mais essentiellement antioxydant

(Bourgaud et al .2001).

Le stress oxydant est I’incapacité de I’organisme a se défendre contre 1’agression des
especes réactive de I'oxygene suite a un déséquilibre de la balance antioxydant et pro-
oxydant, li¢ soit a un déficit en antioxydant, soit a une surproduction des radicaux libres

(Favier, 2003).

Les radicaux libres sont utiles pour I’organisme a des dose raisonnable, mais lorsque
ils sont en excés peuvent oxyder les lipoprotéines et initier des processus de peroxydation
lipidique au sein de la membrane cellulaire en s’attaquant aux acides gras polyinsaturés,
inactiver des protéines, induire des cassures au sein de 1’acide désoxyribonucléique (ADN)
avec, comme conséquence, une altération du message génétique et dégrader les sucres

(Pincemail, 1998).

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui est capable, a
concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et
ainsi retarder ou empécher I’oxydation de ces substrats. Les antioxydants cellulaires sont

enzymatiques et non-enzymatiques (Combhair, 2002).
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Les composés phénoliques, ou polyphénols, constituent une famille de molécules
organiques largement présentes dans le régne végétal. Ce sont des métabolites secondaires
produits par les plantes pour interagir avec les autres végétaux et les animaux (Bravo, 1998).

L’extraction assistée aux ultrasons est un mode d’extraction de solutés a partir de
différentes matrices végétales dans un temps court (Grigoras, 2012). Elle offre 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 1’extrait

(Aybastier et al .2013).

La premicre partie de ce travail est une synthése bibliographique mettant en acces :
une généralité sur les graines (composition chimique de quelques graines, substances

bioactives et propriétés thérapeutique) ; stress oxydatif et radicaux libres.

La deuxiéme partie est une ¢tude expérimentale qui a pour objectif de déterminer 1’activité

antioxydante des extraits des graines des fruits selon les étapes suivantes :

1. Extraction assistée aux ultrasons des composés phénoliques a partir des graines des
fruits (Ceratonia siliqua, Phoenix datylifera L, Citrus reticulata, Citrus sinensis,
Opuntia ficus indica L, Malus sylvestris, Prunus domestica, Olea europaea L,
Ziziphus jujuba)

2. Dosage des antioxydants présents dans les extraits (composés phénoliques totaux,
flavonoides et proanthocyanidines)

3. Mesure de D’activité antioxydante par quatre tests (pouvoir réducteur, activité
antiradicalaire DPPH, activité¢ antiradicalaire ABTS et activit¢ antioxydante au

phosphomolybdate).
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I. Généralités sur les graines, stress oxydatif et radicaux libres

I.1. Généralités sur les graines

La graine est la structure qui contient et protége I’embryon végétal. Elle est souvent
contenue dans un fruit qui permet sa dissémination. Elle prenne soin de notre organisme tout
en procurent: des lipides, des protéinés, des nutriments (vitamines, minéraux, oligoélément),
des fibres. Elles sont ainsi idéales pour faire le plein d’énergie et assurent le bon

fonctionnement du systeme digestif, protege du diabéte et des maladies cardiaque.

I.1.1. Composition chimique de quelques graines

I.1.1.a. Graines de caroube

La composition chimique de la graine a été évalués et démontrer que la graine pauvre
en minéraux et en fibres, la pulpe et les graines sont les deux principaux constituants de la
gousse du caroubier et représentent respectivement 90% et 10% de son poids total (Bouzouita
et al. 2007).

La graine est constituée principalement d’albumen (42-46%) qui est riche en
galactomannanes (B-D-mannose et a-D-galactose), issue de I’endosperme, de cuticule (30-
33%) issue de I’enveloppe tégumentaire et de germe (23-25%) de 1’embryon (Biner et al.
2007).

I.1.1.b. Graines de la figue de barbarie

Tableau I: Composition chimique des graines de la figue de barbarie (Habibi, 2004).

Constituants Teneur Constituants Teneur
Eau 5-6% Lignine 18%
Huiles 7-8.5% Protéine 11-12%
Minéraux (cendres) 1.3% Cellulose 30%

I.1.1.c. Graines de la pomme
La teneur moyenne en huile de graines de pomme est comprise entre 15 et 22%,

mais peut atteindre 29,4%. La présence d’acides gras insaturés en forte concentration avec des
antioxydants naturels ajoutés de la valeur. Les graines sont constituées principalement de
graisses, de protéines et d'acides amines (Chatzimarkou et al. 2017).
I.1.1.d. Graines d’olive

Les graines d’olives contiennent une teneur élevée en protéines et en acides gras
(Villanueva et al. 2018).

-
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I.1.1.e. Graine de datte

Tableau Il : Composition chimique du noyau de datte (Dawson et Aten. 1963).

Eléments Teneur (%)

Eau 6.46-7.7

Huiles 8.49-8.8

Protéines 5.22

Glucides 62.51

Fibres 16.2

Cendres 1.12

1.1.2.Composés bioactifs et propriétés thérapeutiques des graines.

Les graines d’olives ont une teneur élevée en protéines et 1’hydrolyse de ces
protéines a permet d’obtenir des peptides aux propriétés antioxydant, anti-hypertensive et
hypocholestérolémie. Les peptides des graines d’olive ont montré un énorme effet
antiprolifératif sur les stades agressifs des cellules cancéreuses de la prostate et cellules
cancéreuses du sein (Villanueva et al. 2018).

L'oleuropéine et le hydroxytyrosol provenant des graines d’olives ont été montré un
effet protecteur contre les maladies cardio-vasculaires, diabéte et troubles métaboliques.
L’oleuropéine possede un effet anti-tumoral, qui est liée a sa fonction anti-angiogénique. Il est
efficace pour diminuer la prolifération des cellules cancéreuses, en particulier du célon, du
sein et de la peau. D'autres propriétés pharmacologiques de I’oleuropéine sont les activités
antimicrobiennes, antivirales et anti-inflammatoires. Cependant, I'hydroxytyrosol posséde
d'autres effets sur la formation et le maintien de l'os et pourraient étre utilisés comme un

remede dans le traitement des symptémes de I'ostéoporose (Flores et al. 2018).

L'huile de pépins de pomme est un ingrédient de soin naturel trés apprécié. La
composition de l'huile a été déterminée en termes de profil d'acides gras, teneur en eau,
polyphénols et tocophérol. Le résidu de graine contient une fraction riche en polyphénols qui
pouvait étre extraite par extraction au solvant et utilisée dans d’autres produits.

La phloridzine des graines de pomme fournit une résistance aux pathogénes des
plantes. Il est le principal composant phénolique de faible poids moléculaire représentant 60-
90% de polyphénols de pépins de pomme (Montafiés et al. 2018).

g
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La phloridzine a une activité antioxydante ou il peut inhiber la peroxydation des
lipides. En plus de son activité antioxydante, il a été reconnu comme un agent anti-diabéte
potentiel pour sa capacité a limiter l'absorption intestinale et rénale du glucose en inhibant les
transporteurs de glucose liés au sodium 1 et 2. Les graines de pomme ont montré une
meilleure activité antioxydante que les pelures ou la chair (Chatzimarkou et al. 2017).

Les substances naturelles issues de graine de figue de barbarie ont des intéréts
multiples. En effet, la graine est une partie riche en matiere grasse, elle peut étre exploitée
pour l'extraction des huiles a usage alimentaire, pharmaceutique, médical et cosmétique
(Fadili, 2000). Elles sont riches en xylénes qui sont utilisées dans déférent domaine
(industrie plastique, de la papeterie, a des applications médicales). Les dérives alkyles
amphiphiles de xylénes possedent des propriétés émulsifiantes, et sont utilisés dans le
domaine agroalimentaire (Habibi, 2004).

Les graines de la figue de barbarie peuvent étre utilisées comme source d’huiles
comestibles vue leur richesse en acides gras essentiels (Ramadan et Morsel. 2003).

Les graines de jujube, sous forme de poudres, assurent la purification du sang et
facilite la digestion. Plusieurs études ont montré d'autres activités (hypnotique, sédative,
hypotensive et hypothermique) (Su et al. 2002).

Les graines broyees de jujube sont traditionnellement utilisées pour le traitement de
nombreuses maladies. Ils sont antipyrétiques, toniques, antiviraux et antimicrobiens
(El Hachimi et al. 2015).

Le germe de graines de caroubes a une teneur en protéines relativement élevée qui
pourrait étre utilisée comme une source de protéines (Fadel et al. 2017). La gomme de
caroube extraite a partir de I’albumen des graines, est utilisée dans 1’agro-alimentaire comme
épaississant connu sous le code normalisé E410, et dans la confiserie (Ndir et al. 2000).

Les graines de caroube sont utilisées dans les industries alimentaires, pharmaceutiques
et cosmétiques (Sidina et al. 2009).

Une 3-glucosidase tolérante au glucose provenant de graines de pruneau joue un role
important dans divers processus biologiques fondamentaux y compris la défense contre les
agents pathogenes et les herbivores, les 3-glucosidases ont attiré I'attention en raison de leurs
applications dans la désintoxication alimentaire, la conversion de la biomasse et amélioration

de la saveur des vins et des boissons (Chena et al. 2012).
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1.2. Stress oxydatif et radicaux libres
1.2.1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini par la production excessive de molécules prooxydants
appelées radicaux libres, ou une insuffisance du mécanisme antioxydants. Le stress oxydant
correspond a un déséquilibre entre génération d’espéces réactive de I’oxygene et les défenses
antioxydants de 1’organisme, en faveur des premiers (Haleng et al. 2007).

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’age, car le
vieillissement diminue les défenses antioxydants et augmente la production mitochondriale
des radicaux libre (Favier, 2003).

1.2.2. Définition d’un radical libre

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un électron
ou plusieurs non apparié. Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les molécules
les plus stables pour apparier son électron.

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont
utiles pour 1’organisme a dose raisonnable. Cette production physiologique est parfaitement
maitrisée par des systemes de défense. Dans les circonstances normales, on dit que la balance
antioxydants/ prooxydants est en équilibre (Favier, 2003).

Dans des conditions normales elles sont générées en faible quantité et jouent un role
de messagers secondaires capables notamment de régulier le phénoméne de ’apoptose ou
d’activer les facteurs de transcription (Haleng et al. 2007).
1.2.2.1. Espéces réactives de I’oxygeéne (ERO)

On distingue alors deux grands groupes de molécules réactives impliquées dans le

stress oxydant: les espéces radicalaires et les espéeces nonradicalaires (Delattre et al. 2005a).

-
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Figure 1: Origine des différentes especes réactives de 1’oxygene impliqués en biologie
(Favier, 2003).
1.2.2.1.a. Especes réactives de ’oxygene radicalaires

-L’anion superoxyde (O,") est le résultat de I’apport d’un électron supplémentaire a la
structure initiale de I’oxygene.

-La réduction monoélectronique du peroxyde d’hydrogene (H,O,) donne naissance au

radical hydroxyle (HO) et a ’anion basique non radicalaire (OH_) (réaction de Fenton :

H,0,+Fe”" — HO + Fe** + OH). Le radical hydroxyle joue un rdle majeur dans la

peroxydation lipidique et la destruction du matériel génétique (Hennebelle, 2006).

Le radical peroxyle RO;’est un radical secondaire issu de 1’addition de 1’oxygéne sur
le radical R’. Sa réactivité se situe entre I’anion radical superoxyde et le radical hydroxyle.

Le radical secondaire alkoxyles RO" est produit suite a la décomposition de
I’hydroperoxydeRO,H, issu de 1’oxydation de substrat RH, par des cations métalliques
(Hennebelle, 2006).
1.2.2.1.b. Especes réactives oxygenes non radicalaires

L’oxygéne singulet (*O,), qui est la forme diamagnétique de 1’oxygéne, est produit en

présence de rayonnement UV ou par les leucocytes.

\
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Le peroxyde d’hydrogéne (H,0O,) est toxique, en particulier a cause de sa
transformation en radical hydroxyle en présence de cations métalliques Fe®* et Cu®, lors de
réactions de type « Fenton ».

La myéloperoxydase convertit le peroxyde d’hydrogéne en acide hypochlorique
(HOCI). A des concentrations physiologiques, ce dernier peut réagir avec les fonctions
aminées des protéines pour former des chloramines (Sumaya-Martinez, 2004).

1.2.2.2. Espéces réactives azotées

1.2.2.2.a. Espéces réactives azotées radicalaires

Le monoxyde d’azote (NO") a pris une place considérable en biologie. Malgré son role
protecteur vis-a-vis du stress oxydant en limitant la lipoperoxydation et ses effets anti-
inflammatoire, il est paradoxalement impliqué dans de nombreuses pathologies (Rezaire,
2012).
1.2.2.2.b. Especes réactives azotees non radicalaire

Le radicale monoxyde d’azote peut aisement réagir avec la plupart des espéces
oxygénées et se transforme en dioxyde d’azote (NO;) lequel peut donner du trioxyde d’azote
(N2O3) enfin aboutir a un ion nitrate stable (NO;).De plus, le monoxyde d’azote forme avec
I’ion superoxyde le peroxynitrite (ONOQO’), moins réactif que son précurseur azoté, mais
responsable de I’oxydation de nombreuses biomolécules (Rezaire, 2012).

1.2.3. Mécanismes d’action des espéces réactives oxygénées et le stress

oxydant

Les ERO sont connues pour jouer un double réle dans les systemes biologiques,
puisqu’ils peuvent étre a la fois nocifs mais aussi bénéfiques, voire indispensables pour les
organismes vivants :

- Bénéfiques, lorsqu’ils sont impliqués dans des réles physiologiques au niveau des réponses
cellulaires telles que la lutte contre des agents infectieux et leur fonction dans les systémes de
signalisation cellulaire.

- Nocifs, lorsqu’il y a un déséquilibre entre la balance des ERO et les systémes de défense,
avec comme conséquence 1’apparition de dégats souvent irréversibles pour la cellule en lien
avec I’apparition de nombreuses maladies graves (cancer, artériosclérose, arthrite, maladies

neurodégénérative) (Evans et Halliwell. 1999).

-
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1.2.3.1. Role des radicaux libres chez I’homme

De nombreux ligands extracellulaires sont capables d’induire la production cellulaire
d’ERO, apres interaction avec leur récepteur spécifique. Ces ERO contribuent donc a la
transduction du signal, mais assurent également 1’amplification de ce signal. Par exemple,
cela va se traduire par 1’activation de la NADPH oxydase qui formera I’anion superoxyde, et
contribuera a ’activation de phosphorylases, dont les cibles sont des protéines.

Les mécanismes d’action principaux des ERO sont alors de déclencher ou d’amplifier
un signal intracellulaire par deux mécanismes principaux par modification de 1’équilibre
redox intracellulaire et par modification oxydative des protéines. Les ERO sont également a

I’origine de I’action bactéricide par les leucocytes (Delattre et al. 2005b).
1.2.4. Principales cibles biologiques des ERO
1.2.4.1. Lipides

Les membranes sont plus particulierement visées par le radical hydroxyle capable
d'arracher un atome dhydrogene sur les carbones situés entre deux doubles liaisons pour
former un radical diéne conjugué, oxydé en radical peroxyle. Cette réaction de peroxydation
lipidique forme une réaction en chaine car le radical peroxyle formé se transforme en
peroxyde au contact d'un autre acide gras qui forme un nouveau radical diene conjugué. Ainsi
un unique évenement oxydatif peut altérer de nombreuses molécules lipidiques et induire une
accumulation d'hydroperoxydes dans les membranes ce qui réduira leur fluidité ainsi que
’activité des protéines transmembranaires (Valko et al. 2006).
1.2.4.2. Protéines

Les acides aminés possédent des susceptibilités différentes vis-a-vis des ERO. Les
plus réactifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque
radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains résidus avec, pour
conséquences, 1’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et
des ponts bi-tyrosine intra et inter chaines. La plupart des dommages sont irréparables et
peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes. Certaines protéines oxydées
sont peu dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans les cellules et dans le
compartiment extracellulaire (Haleng et al. 2007).
1.2.4.3. Acide désoxyribonucléique ou ADN

L’ADN est une cible privilégiée pour les ERO. La guanine, par exemple, peut réagir

avec OH pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au lieu de s’apparier

-
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avec la cytosine, s’associera avec I’adénine, entrainant des mutations au sein de ’ADN et
conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans le déclenchement du
cancer et le vieillissement (Haleng et al. 2007).

1.2.5.Antioxydants

Un antioxydant peut étre définit comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder
ou empécher 1’oxydation de ces substrats. Il doit étre soluble dans les lipides, efficace et non
toxique, n’entraine ni coloration, ni d’odeur, ni saveur indésirable, résistant aux processus
technologiques, et stable dans le produit final (Estiki et Urooj. 2012).

1.2.6. Défenses antioxydants

Pour se protéger des effets déléteres des ERO, I’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydants. L une est apportée par I’alimentation sous forme de fruits
et légumes riches en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ;
I’autre est endogéne et se compose d’enzymes (superoxydedismutase, catalase et glutathion

peroxydase) (Haleng et al. 2007).
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Figure 2: Apercu des différentes espéces réactives de 1’oxygénées (ERO) et des antioxydants
régulateurs de leur production (Haleng et al. 2007).
1.2.6.1. Systemes antioxydants enzymatiques endogenes

Les principaux systemes enzymatiques antioxydants les plus efficaces chez les
mammiferes ainsi que chez les plantes sont la superoxydedismutase, la catalase et le

glutathion peroxydase.
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Le r6le majeur du superoxydedismutase ou SOD, est de catalyser la dismutation des
ions superoxyde en peroxyde d’hydrogeéne et en oxygeéne moléculaire.
La catalase, essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, est
capable de transformer le peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygeéne moléculaire.

L’activit¢ du glutathion peroxydase ou GPx, est de détoxifier le peroxyde
d’hydrogene et d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction de

I’hydroperoxyde avec I’oxydation d’un substrat réducteur (Delattre et al. 2005c).

1.2.6.2. Systemes antioxydants non-enzymatiques

1.2.6.2.1. Systeme antioxydants endogenes

Les systemes antioxydants non-enzymatiques endogenes incluent de nombreux thiols
dont le majoritaire est le glutathion, largement présent sous forme réduite, qui est capable de
réagir, in vitro, avec les radicaux HO', RO,", RO", '0,, ONOO", des radicaux centrés sur le
carbone, mais aussi I’acide hypochloreux HOCI.

Le glutathion est aussi capable de participer a I’activité enzymatique qui, elle,
détoxifier le peroxyde d’hydrogéne et d’autres hydroperoxydes (McCall et Frei. 1999).

Les deux formes, oxydée et réduite, de I’acide lipoique, un autre composé appartenant
aux thiols, présentent des propriétés antioxydantes in vitro en piégeant les HO', RO,’, ’'HOCI
et 1’102. En se liant a des métaux comme le fer et le cuivre, il permet de les désactiver d’un
point de vue catalytique, et il a la capacité de régénerer certains antioxydants endogenes et
exogenes (Packer et al. 2001).

L’acide urique, présent sous forme urate & pH physiologique, possede des propriétés
antioxydantes in vitro contre les HO" et RO,’, tout comme la bilirubine, les mélanines et la

mélatonine (Delattre et al. 2005c).
1.2.6.2.2. Systéme antioxydants exogene
1.2.6.2.2.a. Vitamine C

La plupart des mammiferes sont capables de synthétiser la vitamine C dans leur foie
ou dans leurs reins. Ce n’est pas le cas de I’homme qui doit assurer un apport journalier
d’environ 100 mg via une alimentation riche en fruits. La vitamine C est, avant tout, un
excellent piégeur des ERO (HO' ou O;"). Elle inhibe également la peroxydation lipidique en
régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux
lipidiques. Ses fonctions sont nombreuses: contribution au bon fonctionnement du systéme
immunitaire, implication dans la synthése du collagéne et des globules rouges ainsi que dans

les mécanismes de métabolisation du fer (Haleng et al. 2007).
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La vitamine C ou acide ascorbique est une molécule hydrosoluble présente dans la
plupart des fruits et Iégumes (non synthétisée par I’Homme). Elle est connue pour son action
protectrice contre I’oxydation membranaire (Retsky et al. 1999).

1.2.6.2.2.b. Vitamine E

Ce terme désigne un ensemble d’isomeres, les tocophérols et les tocotriénols. D’un
point de vue biologique, deux isomeres sont particulierement intéressants, ’a- et le -
tocophérol. Leur caractére hydrophobe leur permet de s’insérer au sein des membranes riches
en acides gras polyinsaturés, ou ils jouent un rdle protecteur en réagissant avec les radicaux
peroxyle (ROQ") pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la

peroxydation lipidique (Haleng et al. 2007).
1.2.6.2.2.c. Caroténoides

Les carotenoides sont des pigments issus des plantes et microorganismes. L’activité
antioxydante de ceux-ci est liée a leur longue chaine polyénique qui leur permet de réagir
avec les radicaux ROO’, HO', O,", R’ par simple addition électrophile et transfert d’électron.
IIs permettent, en particulier, de neutraliser I’oxygéne singulet (EI-Agamey, 2004).
1.2.6.2.2.d. Composés phénoliques

Les composés phénoliques, sont des métabolites secondaires des plantes caractérisés
par une structure commune de type 2-phénylbenzopyrane. Leur capacité antioxydants réside
dans leur faculté a terminer les chaines radicalaires par des mécanismes de transfert
d’¢électrons et de protons, et a chélater les ions des métaux de transition capables de catalyser
la peroxydation lipidique (Schroeter et al. 2002).

Flavonoides consistent le groupe le plus important des composés phénolique avec
plus de 5000 composés. lls partagent une structure commune (C6-C3-C6), composé de deux
anneaux aromatiques A et B liés par trois atomes de carbones qui forme un hétérocycle
(Ghedira, 2005).

Proanthocyanidines ou tannins condensé sont des composés phénoliques présents
dans la nature sous forme polymérisé, de masse moléculaires assez elevé entre 500 et 3000 Da
(Doat, 1978). lls sont utilisés depuis I’antiquité par I’homme pour le traitement des peaux
d’animaux. Les tannins ont une importance économique et écologique considérable et sont

responsable de I’astringence de nombreux fruits et Iégumes (Sun et al. 1998).
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I1. Echantillonnage

I1.1.La récolte des échantillons

Tableau I11: la récolte des échantillons.
Echantillons Récolte
Le figuier de barbarie Les figues de barbarie récoltées en

(Opuntia ficus-indica L)

décembre 2017 dans la région de Bejaia
(Sidi Aiche).

Le jujubier (Ziziphus jujuba)

proviennent de la région de Kherrata située
a la wilaya de Bejaia. En septembre 2017,
les fruits et les graines ont été récoltés au

stade final de leurs maturités.

Le caroubier (Ceratonia siliqua)

Les fruits et les graines de caroubier ont été
récoltés en ao(t 2017 dans la région de

M’cisna, seddouk Bejaia

L’olivier (Olea europaea L)

Les fruits et les graines sont récoltés de la

région de Kherrata en déecembre 2017.

Le pommier (Malus sylvestris)
Le mandarinier (Citrus reticulata)
Le dattier (Phoenix dactylifera L)

Le prunier (Prunus domestica)

Les fruits et les graines sont achetés au

marché de souk el fellah de Bejaia.

L’oranger (Citrus sinensis)

Les fruits et les graines d’orange ont été
récoltés en février 2018 dans la région de

Beni-djellil Bejaia.

Les différentes graines sont séparées des fruits, lavé puis sechées dans 1’étuve a 40°C,

broyeées a I’aide d’un broyeur électrique puis tamisés avec un tamis de 500um pour obtenir

une poudre fine puis la conservée dans des boites stériles a 4°C.

&
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11.2. La répartition géographique
11.2.1. Le figuier de barbarie (Opuntia ficus-indica L)

Le figuier de barbarie est un Cactacée originaire des régions arides et semi-arides
du Mexique, il a été introduit en Afrique du Nord vers le 16ieme siécle. On compte, de nos
jours, 1500 especes de cactus appartenant au genre Opuntia ; et sont cultivées dans de
nombreux pays, notamment: le Mexique, les Etats-Unis, la Chine, I’ Afrique et I’Ttalie ainsi
que dans d'autres aires géographiques (El kossori et al. 1998).

11.2.2. Le jujubier (Ziziphus jujuba)

Le jujubier est fréquent dans toute 1’Afrique du Nord, le Sahara et 1I’Afrique de
1I’Ouest. Sesformes varient avec le sol et le climat (Gast et Chaker. 2004).

11.2.3. Le caroubier (Ceratonia siliqua)

Le caroubier est distribué dans toute la région du bassin méditerranéen. On le
rencontre actuellement dans les zones allant selon la surface cultivée ; de 1’Espagne,
Portugal, Gréce en passant par le Maroc, Chypre et 1’ Algérie (Faostat, 2012). En Algérie,
la distribution de caroubier suivant le critere de production, se retrouve dans les wilayas
suivantes : Bejaia, Blida Tipaza, Boumerdés, Ain-Defla, Bouira, Tlemcen, Mila, Mascara,
Tizi-Ouzou, B.B. Arreridj (DSA de Tlemcen, 2009).

11.2.4. Le dattier (Phoenix dactylifera L)

Généralement les palmiers algériens sont localisés au Nord-Est du Sahara au niveau
des oasis. Le palmier dattier est cultivé au niveau de 17 wilayas seulement, pour une
superficie de 120830 hectares, cependant 4 wilayas représentent 83,6% du patrimoine
national : Biskra 23%, Adrar22%, El-oued21% et Ouargla 15% (Anonyme, 2002).

11.2.5. L’olivier (Olea europaea L)

Pour les botanistes, 1’aire de répartition de I’olivier est synonyme de région
méditerranéenne. L’olivier est cultivé depuis trés longtemps autour de la méditerranée et
de la mer noire surtout en : Espagne, ltalie, Gréce, Turquie, France, Tunisie, Algérie et
Croatie .Aujourd’hui si I’on trouve des plantations en Californie, Australie, Afrique du
Sud. Cette répartition géographique est influencée par des facteurs climatiques et

pédologiques (Gaussorgues, 2009).
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11.2.6.Le pommier (Malus sylvestris)

Le genre malus est originaire du Caucase et des bords de la mer capsienne. Dans le
mande la pomme étant lI'une des quatre plus grandes cultures fruitiéres avec la banane, le
raisin et les agrumes En Algérie, la superficie occupée par le pommier est presque triplé
pendant les 15derniéres années avec une superficie consacrée environ 87248 ha en 2014.
Malus sylvestris est distribué a travers I’Europe de 1’Ouest et de I’Est (Safir et Daoudi.
2015).

11.2.7. Le prunier (Prunus domestica)

Les pruneaux, connus depuis la plus haute antiquité. Ce sont les Phéniciens, les
Grecs, les Romains et la civilisation arabe qui ont implanté la culture et le séchage
dupruneau sur I’ensemble du bassin Méditerranéen (Bourre et al. 2007).

I1.2.8. L’oranger (Citrus sinensis) et le mandarinier (Citrus reticulata)

Le genre Citrus est originaire des régions tropicales et subtropicales de Pinde, de la
Chine Méridionale, de I'Australie septentrionale et de la Nouvelle-Calédonie (Mannee et
al. 2005). L'oranger doux et le mandarinier, seraient originaires de I'Asie orientale d'ou ils
ont été introduits dans la région méditerranéenne apres I'an 1800 J.C (Rolli, 1991).

11.3. Les caractéristiques morphologiques des graines

Tableau IV: représente les caractéristiques morphologiques des échantillons.

Echantillon

Photos

Caractéristiques morphologiques

Graines du fruit de
la caroube

(Ceratonia siliqua)

vu leur uniformité, elles sont appelées ‘carats’ et
ont servi pendant longtemps aux joailliers comme
unité de poids pour peser les diamants, les perles
et d’autres pierres précieuses (1 carat = 205,3 mg)

(Rejeb, 1995).
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Graines de fruit de
datte

(Phoenix dactylifera
L)

La graine a une forme allongée, une proportion et
grosseur variable par rapport a la datte entiére, elle
représente 7 a 30% de la masse de la datte (Djerbi,
1994).

Les graines de datte sont composées d’un noyau,
ayant une consistance dure, entouré de chair
(Belguedj, 2001).

Les graines de fruit
de la mandarine

(Citrus reticulata)

Les graines sont oblongues, fusiforme, I’embryon

| est vert pistache (Polese, 2008).

Graines de fruit de
la figue de barbarie.
(Opuntia ficus indica
L)

Les graines de figue de barbarie sont caractérisées
par leur dureté due a la présence de fibres dures et
de formes plates, plus au moins réniformes ou

lenticulaires.

Graine de fruit de la
pomme

(Malus sylvestris)

Graine de fruit
d’orange

(Citrus sinensis)

Les graines sont l'un des parties précieuses de
sous-produits de pommes. Il a été noté que les
graines dans certaines variétés peuvent constituer
jusqua 0,7% de pomme fraiche (Montafiés et al.
2018). le poids des graines de pomme est de 5 g
par kg de fruits (Gornas et al. 2014).

Les graines sont de couleur blanchéatre a verdatre
pale, aplaties et angulaires. Elles sont poly-
embryonnaires, ce qui signifie qu’elles ont
plusieurs embryons qui peuvent germé (Polese,
2008).
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Graine de
d’olive

europaea L)

fruit
(Olea

La graine a une forme allongé adhére a la pulpe,
I’endocarpe de graine est trés dure. Il contient une
amande de couleur blancivoire, avec deux ovules

dont I’un est stérile (Serge, 2012).

Graine de fruit de

jujube

(Ziziphus jujuba)

Le noyau dur et ligneux, de forme ovoide presque
spherique ou allongée, plus ou moins effilée, de
dimensions variables, comprenant ordinairement
deux loges, dont une seule contient une petite
amande (Munier, 1973).Les graines, plus souvent
détachables des pulpes, peuvent atteindre
1,05cmde long (EI Aloui et al. 2010).

Graine de fruit de

pruneau

(Prunus domestica)

h)
’
§ >3

Le noyau a un forme ovoide allongé, il représente
9a12% de poids total du fruit (Nunes et al. 2008).

11.4. Préparation des extraits :

11.4.1. Délipidation par I’ Hexane

La délipidation consiste a mélanger 0.133g de la poudre de chaque échantillon avec
20 ml de Hexane, puis les mélanges sont placés dans le bain de sonicateur, la sonde de
sonicateur est introduite dans le mélange avec une amplitude de 50%, I’extraction est
effectuée pendant 10 min. Les extraits sont récupérés apres centrifugation a 5000 tr/min
pendant 10 min.
11.4.2. Extraction assistée aux ultrasons

L’extraction des composés phénoliques assistée aux ultrasons, réside a mettre
0.133g de la poudre de chaque échantillon récupéré apres 1’étape de délipidation mélanger
avec 20 ml de solvant d’extraction (acétone 60% ou éthanol 60 %). puis les mélanges sont
placés dans le bain de sonicateur, la sonde de sonicateur est introduite dans le mélange
avec une amplitude de 50%, I’extraction est effectuée pendant 10 min. Les extraits sont
récupérés apres centrifugation & 5000 tr/min pendant 10 min et filtrer avec le papier

watman.
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Figure 3: Dispositif d’extraction assistée aux ultrasons.

11.5.Dosage des antioxydants

11.5.1. Dosage des composés phénoliques totaux

Cette méthode utilise le réactif de Folin-Ciocalteu en milieu basique (carbonate de
sodium), le réactif est réduit lors de 1’oxydation des composés phénolique ,en un mélange
d’oxydes bleus de tungstene et de molybdéne dont I’intensité de la coloration est
proportionnelle a la quantité des polyphénols totaux présents dans 1’échantillon (Georgé et
al. 2005).

La méthode consiste a mélangé 200ul d’extrait avec 1000ul de réactif de Folin-

Ciocalteu fraichement préparé et dilué a 1/10 et 800ul de carbonates de sodium Na 2C03

(5%). L'ensemble est incubé a une température ambiante pendant 90 minutes a 1’obscurité.

La lecture est effectuée a l'aide d'un spectrophotométre a 740nm.

_———

- - ——— -

_______________________________________________

Ajout 1000pl du réactif de 800ul de carbonates de
Folin-Ciocalteu fraichement sodium Na CO3 (5%)
préparé et dilué a 1/10 b b ’

_______________________

R

Figure 4: Récapitulation des étapes de dosage des composés phénoliques totaux (Georgé
et al. 2005).
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Les quantités des composes phénoliques correspondantes de chaque extrait sont
rapportées en mg équivalent d’acide gallique (EAG) / 100 g MS pour chaque échantillon,
et déterminées par une courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions

expérimentales par 1’acide gallique a différentes concentrations (Figure A, Annexe 1).

11.5.2.Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides sont mesurés en utilisant le trichlorure d'aluminium
(AICI3) avec lequel ils forment un complexe acide trés stable de couleur jaune entre le
réactif et les groupements hydroxyle (OH) des flavonoides (Bahorun, 1997).

Cette méthode consiste @ mélanger 1ml de 1’extrait et 1ml du réactif trichlorure
d'aluminium (AICI3) (2%), apres incubation de 30 minutes dans 1’obscurité a température
ambiante. Les absorbances sont mesurées a 1’aide d’un spectrophotométre UV-visible a
420 nm.

_____________________

____________________

——— -

i Ajout 750ul du réactif
E trichlorure d'aluminium
I (AICI3)

______________________

Figure 5: Récapitulation des étapes de dosage des flavonoides (Bahorun, 1997).

La quantification des flavonoides est faite en fonction d’une courbe d’étalonnage
linéaire (y=ax+b) réalisée par une solution étalon (Quercitine) a différentes concentration.
Les résultats sont exprimées en mg d'équivalent de quercétine (EQ)/ 100 g de matiere

séche de chaque échantillon (Figure B, Annexe 1).

=
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11.5.3. Dosage des proanthocyanidines (tannins condensés)

Tannins condensés également connu sous le nom de proanthocyanidines, sont des
polyphénols de masse molaire élevée, ils résultent de la polymérisation des unités de
flavan-3-ol. En milieu acide, les tanins condensés se dépolymeérisent et se transforment en
anthocyanidols de couleur rouge spécifique, mesurable par spectrophotométrie (Sun et al.
1998).

La méthode consiste a maitre 500ul de chaque extrait et 2ml de la solution
ferrosulfate préparé dans le butanol-HCI (3:2) Le mélange est incubé a 95C°durant 15 min

et ’absorbance est mesuré a 530 nm.

N - —— -

' Ajout a 2ml de la solution ! ~
1 1
E ferrosulfate  préparé dans |
' (butanol-HCI) (3:2) |
N 1

~ e =

________________________________________

Figure 6: Récapitulation des étapes de dosage des proanthocyanidines (Sun et al. 1998).

Le calcul de la concentration en proanthocyanidines permet d’obtenir des résultats

qui sont exprimés selon 1’équation suivante :

C (mg/ml) = 1000 x MM xA x FD / eL

A: Absorbance
MM = 287,24 g/mol, masse molaire de la cyanidine-3-glycosylée.
FD: Facteur de dilution de I’échantillon analysé

L : Longueur de la cellule mesuré en cm.
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11.6. Activité antioxydants
11.6.1. Pouvoir réducteur

Cette méthode mesure le pouvoir réducteur des antioxydants présents dans les
- - Ve N Ve - - 3+ - - \
extraits par leur capacité a réduire le fer ferrique (Fe ) en complexe ferricyanide a la

forme ferreux (Fe2+). Par conséquent, Fe2+ peut étre évalué en mesurant et en surveillant
l'augmentation de la densité de la couleur bleu vert dans le milieu réactionnel a 700 nm
(Amarowicz et al. 2004).

La méthode consiste a mélangé 500ul de 1’extrait avec 1,25ml de tampon phosphate
(0,2M ; pH 6,6) et 1,25ml de ferricyanure de potassium (1%), puis le mélange est incubé a
50°C pendant 20 minutes dans le bain marie. Aprés incubation on prend 1,25ml de ce
mélange, on lui ajouté 1,25ml d’acide trichloracétique (TCA 10%), 1,25ml de I’eau

distillee et 500ul de chlorure ferrique (FeClga 0,1%). Le mélange est incubé a I’obscurité

pendant 10 minutes. Les absorbances sont mesurées a 700 nm.

i 500ul de ’extrait !
o e e e e e e e e e e e 7
. Ajout 1,25 ml de ‘: . Ajout 1,25 ml de ‘:
1 tampon phosphate Y o ¥ J . ferricyanure de '
1 1
1 (0,2M ; pH 6,6) : 1 potassium (1%) :
E Incubation dans le bain marie pendant 20 \:
i minutesa 50°C. )
[ —
! 1,25ml d’acide !
i trichloracétique (TCA !
' 1,25ml du E ' 1,25mlde ! ! 500pl de chlorure !
| mélange. ! ) Ieau L ferrique (Fecl; 0,1%)
:\ ! L distille 11 !
’—--l--- ------------ l -------- --------- I -_‘
1 Incubation a I’obscurité pendant 10 minutes. !
1 Lecture finale d’absorbance a 700 nm. :
___________________________________ 1

Figure 7: Récapitulation des étapes d’évaluation du pouvoir réducteur (Amarowicz et al.
2004).
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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
référence.

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

matiére séche de chaque échantillon (Figure C, Annexe 1).

11.6.2.Activité antiradicalaire 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 spectrométrie 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).

La méthode consiste a mélangé 100ul de I’extrait etl, 5 ml de solution de DPPH.
Puis le mélange obtenu est incubé a température ambiante et a 1’obscurité pendant 30

minutes. Les absorbances sont mesurées a 517nm.

___________________

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

L

Figure 8: Récapitulation des étapes d’évaluation de I’activité antiradicalaire (DPPH)

(Molyneux, 2004).

&
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L’activité antiradicalaire, qui exprime la capacite de piéger des radicaux libres, a
été estimée par le pourcentage d’inhibition du DPPH selon la formule suivante (Pan et al.
2012).

1 % = [(Ac— A1) / Ag] X 100

I % : pourcentage d’inhibition
Ay: I’absorbance de la solution DPPH.
A;: I’absorbance de 1’échantillon.
11.6.3. L’activité antiradicalaire par ’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 généré en mélangeant a volume égal une solution de 2,4
mM de persulfate de potassium K;S,0g et une solution d'ABTS a 7 mM, le tout est
conservé a l'abri de la lumiere 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 50 ul d'extrait et la lecture

est faite a 734 nm aprés 7 minutes d’incubation dans le bain marie a 37°C (Figurel4).

Incubation dans le bain marie pendant 7
minutes a 37 °C.

_———

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Figure 9: Récapitulation des étapes d’évaluation de 1’activité antiradicalaire ABTS (Jiri et
al. 2010).

&
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L’activité antiradicalaire par 1’ABTS de chaque extrait est calculée par le

pourcentage d’inhibition selon la formule suivante (Pan et al .2012).

1% = [(Ao— A]_) /Ao] x 100

I % : pourcentage d’inhibition
Aq: I’absorbance de la solution DPPH.
A I’absorbance de 1’échantillon.
11.6.4. Activité antioxydante au phosphomolybdate

La mesure de 1’activité antioxydante au phosphomolybdate est effectuée en suivant
le protocole de Veerabadran et al. 2013, elle consiste a ajouté 1ml du réactif
phosphomolybdate (0,6 M d’acide sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4 mM de
molybdate d’ammonium) a100ul d’extrait. Aprés 90min d’incubation au bain marie a

95°C, I’absorbance est mesurée a 695nm.

____________________

| Ajout 1ml du réactif \:
E phosphomolybdate ! a

N e e e e e e e e e e e

______________________________________

Figure 10: Récapitulation des étapes d’évaluation de 1’activité antioxydante au
phosphomolybdate (Veerabadran et al. 2013).

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique /100g de matiere
séche (mg EAG/100g MS), par rapport a une courbe d’étalonnage linéaire (y=ax+b)
(Figure D, Annexe 1).
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I1.7. Analyse statistique

Toutes les données réalisées sont la moyenne de trois essais. Une analyse
descriptive des résultats est realisee 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. Le degré de signification des données est pris a la
probabilité p < 0,05.
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L’extraction assistée aux ultrasons est un mode d’extraction de solutés a partir de
différentes matrices végétales dans un temps court. Elle offre de nombreux avantages d’un
point de vue de la consommation de solvant, du rendement d‘extraction et de la
reproductibilité, sans altérer la qualité de I’extrait.

Les ultrasons sont des ondes mécaniques ayant une fréquence supérieure a celle
audible par les étres humains (Figure 11) ce qui peut assurer une meilleure pénétration du
solvant dans le matériel végetal et améliorer le transfert de matiére. L’effet des ultrasons sur
un fluide est du a ’action de la pression acoustique et hydrostatique sur le milieu (Grigoras,
2012).

Sons Ultrasons (> 20 kHz)
20Hz - 20 kHz | - Applications chimiques
Infrasons (< 20 Hz) Audibles - Applications médicales (diagnostic, examen
par 'homme non destructif) etc.

Figure 11: Fréquences des ondes sonores et leurs applications (Grigoras, 2012).

Extraction par ultrasons s'est avérée étre egalement plus efficace que d'autres
méthodes d'extraction. Les principaux avantages de cette méthode sont la reproductibilité de
la technique, I'application de la méthode a une gamme de la poudre, la réduction du temps

nécessaire pour effectuer des extractions tres efficaces (Aybastier et al. 2013).

I11.1.Dosage des antioxydants

I11.1.1.Dosages des composées phénolique totaux

Les composés phénoliques, ou polyphénols, sont des métabolites secondaires
constituent une famille de molécules organiques largement présentes dans le régne végétal.
On les retrouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits, et ils font donc partie
intégrante de notre alimentation. Ils n’exercent pas de fonction directe au niveau des activites
fondamentales de I’organisme végétal, comme la croissance ou la reproduction (Bravo, 1998).

Les composés phénoliques jouent un role majeur dans la lutte contre des agents
pathogenes et des infections, utilisés en thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants, antiradicalaire et antimicrobiens
(Bahorum, 1998).
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Les teneurs en composée phénoliques totaux des extraits de graines des différentes
échantillons analysés présente des déférences significatives (p<0,05) (figure 12).

La teneur en totaux des extraits des graines varie entre 23,82 mg EAG/100g MS et
7375 ,01 mg EAG/100g MS. La teneur la plus élevée est obtenue avec 1’extrait acétonique des
graines de la datte et la plus faible teneur est obtenue pour I’extrait éthanolique des graines
du pruneau.

La teneur en composée phénoliques totaux obtenu avec 1’extrait acétonique suit 1’ordre
décroissant suivant:
Datte(7375,01lmg EAG/100g MS)> caroube(1432,54mg EAG/100g MS)> jujube(691,38mg
EAG/100g MS)> olive(520,4mg EAG/100g MS)> figue de barbarie (310,08mg EAG/100g
MS) = orange(304,63mg EAG/100g MS) > mandarine(265,29mg EAG/100g MS) =
pomme(229,46mg EAG/100g MS)> pruneau(36,28mg EAG/100g MS).

La teneur en composée phénoliques totaux obtenu avec I’extrait éthanolique suit
I’ordre décroissant suivant:
Datte(6490,9mg EAG/100g MS)> olive(619,71mg EAG/100g MS) >caroube(542,21mg
EAG/100g MS)> jujube(418,36mg EAG/100g MS)> orange(283,21mg EAG/100g MS) =
figue de barbarie(257,11mg EAG/100g MS) = mandarine(254,78mg EAG/100g MS) >
pomme(200,25mg EAG/100g MS)> pruneau(23,82mg EAG/100g MS).

Pour toutes les graines étudiées, le meilleur solvant d’extraction des composées

phénoliques est I’acétone 60% sauf que pour les graines d’olives.




Chapitre 11 Résultats et discussion

‘é’ 8000 1 4 m AC 60%
g 7000 - a' m EOH 60%
o

o 6000
<

W 5000
g

- 4000
[¢5)

=

= 3000
&

< 2000
o

wn

@ 1000
o

o

e 0
(@]

&)

Echantillons

Figure 12: Teneurs en composés phénoliques totaux des extraits des graines des fruits.
a>b>c>d>e>f>g> h:Comparaison entre les échantillons (Extraction avec 1’acétone 60%).

a’>b’>c’>d">e’>f">g’: Comparaison entre les échantillons (Extraction avec I’éthanol 60%).
Dehghanian et al (2017), ont rapporté que la teneur en composés phénoliques totaux
des extraits des graines de la datte est de 175,4mg EAG/100g extrait, qui est inferieur a celle

obtenue dans ce travail.

Lecheb (2010), a rapporté que la teneur en composés phénoliques totaux des extraits
des graines de la datte par les extraits éthanoliques et acétoniques en moyenne est 12,04mg

EAG/100g et 10,06 mg EAG/100g respectivement qui sont inferieur a celle obtenue dans ce
travail.

Moulehi et al (2012), ont rapporté que la teneur en composés phénoliques totaux des
graines de mandarines et orange est de 0,68mg EAG/g MS; 1,35 mg EAG/g MS
respectivement qui sont inferieur a celle obtenue dans ce travail.

Ying et al (2016), ont rapporté que la teneur en composés phénoliques totaux des
extraits des graines de pomme de sept types différent varie de 5,74 a 17,44 mg EAG/g MS qui
sont supérieure a celle obtenue dans ce travail.

Chaalal et al (2013), ont rapporté que I’acéton50% est le solvant approprié pour

I’extraction des composés phénolique totaux a partir des graines de figue de barbarie.
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Al-Farsi et Lee (2008), ont rapporté que 1’acétone50% était le solvant le plus efficace

pour I’extraction des composés phénolique totaux a partir des graines de la datte.

L'augmentation de la concentration d'acétone dans le solvant provoque une diminution
de sa polarité, ce qui favorise I'extraction de composants moins polaires. En outre,
I’augmentation de la concentration d'acétone favorise la dégradation de la membrane
cellulaire qui améliore la perméabilité du solvant dans la matrice solide. Les mélanges
d'acétone et d'eau étaient de bons solvants pour I'extraction des antioxydants polaires et plus

utile pour I'extraction phénolique de différentes matrices (Bachir Bey et al. 2014).

Plusieurs facteurs peuvent influencer I'extraction efficace de composés phénoliques, y
compris la méthode d'extraction, type de solvant et sa concentration, la taille de particule de
matériel végétale , temps et température d'extraction (Chaalal et al. 2013).

111.1.2.Dosage des flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes. Ils constituent des pigments responsables des
colorations jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux. Tous les flavonoides
possédent la méme structure de base (C6-C3-C6) (Ghedira, 2005).

D’apres les résultats obtenues du dosage des flavonoides, on constate que les extrait
des graines de différentes échantillons analysés présente des différences significatives
(p<0,05) (figure 13).

La teneur en flavonoides varie entre 605,27 mg EQ/100g MS et 1000,07 mg EQ/100g
MS la teneur la plus élevée est obtenue avec 1’extrait acétonique des graines de la datte et la
plus faible teneur est obtenue par I’extrait acétonique des graines du pruneau.

La teneur en flavonoides des graines de fruits obtenue par 1’extrait acétonique suit
I’ordre décroissant suivant :
Datte(1000,07mg EQ/100g MS)> mandarine(683,21mg EQ/100g MS) = orange(678,49mg
EQ/100g MS)> olive(648,86mg EQ/100g MS)>caroube (625,58mg EQ/100g MS)= figue de
barbarie(617,16mg EQ/100g MS)> jujube(616,03mg EQ/100g MS)> pomme(615,46mg
EQ/100g MS)> pruneau(605,27mg EQ/100g MS).

La teneur en flavonoides des graines de fruits obtenue par 1’extrait éthanolique suit

I’ordre décroissant suivant :




Chapitre 11 Résultats et discussion

Datte(729,07/mg EQ/100g MS) = caroube(723,22mg EQ/100g MS) > orange(710,76mg
EQ/100g MS)> olive(661,51mg EQ/100g MS)> mandarine(645,09mg EQ/100g MS)>
pomme(636,97mg EQ/100g MS)> jujube(620,56mg EQ/100g MS) = figue de
barbarie(616,59mg EQ/100g MS)> pruneau(606,21mg EQ/100g MS).

Pour toutes les graines étudiées, le meilleur solvant d’extraction des flavonoides est

I’éthanol 60% sauf que pour les graines de datte, figue de barbarie et mandarine.
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Figure 13: Teneurs en flavonoides des extraits des graines des fruits.

a>b>c>d>e>f : Comparaison entre les échantillons (Extraction avec 1’acétone 60%).

a’>b’>¢’>d’>e’>1">g’: Comparaison entre les échantillons (Extraction avec 1’éthanol 60%).
Dehghanian et al (2017), ont rapporté que la teneur en flavonoides des extraits des
graines de la datte est de 41,4 mg EQ/g extraits, qui est supérieure a celle obtenue dans ce

travail.

Lecheb (2010), a rapporté que la teneur en flavonoides des extraits des graines de la

datte varient de 6-13 g /100g d’extrait qui est supérieure a celle obtenue dans ce travail.

30
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111.1.3.Dosage des proanthocyanidines

L’étude statistique montre que la concentration des proanthocyanidines des extrait de
graines des différents échantillons analysés sont significativement différentes a p<0,05
(figure 14).

La teneur en proanthocyanidines varie entre 4,97 mg EC3G/100g MS et 865,12 mg
EC3G/100g MS la teneur la plus élevée est obtenue avec 1’extrait acétonique des graines de
la datte et la plus faible teneur est obtenue par 1’extrait éthanolique des graines du pruneau.

La teneur en proanthocyanidines des graines de fruits obtenue par 1’extrait acétonique

suit 1’ordre décroissant suivant :
Datte (865,12mg EC3G/100g MS)> pomme(259,53mg EC3G/100g MS)> jujube(215,13mg
EC3G/100g MS)> caroube(68,87mg EC3G/100g MS)> orange(43,56mg EC3G/100g MS) >
figue de barbarie(39,21mg EC3G/100g MS) > mandarine(35,89mg EC3G/100g MS) >
olive(17,21mg EC3G/100g MS)> pruneau(13,48mg EC3G/100g MS).

La teneur en proanthocyanidines des graines de fruits obtenue par 1’extrait

éthanolique suit 1’ordre décroissant suivant :
Datte(836,28mg EC3G/100g MS)> figue de barbarie(46,0omg EC3G/100g MS)>
pomme(27,17mg EC3G/100g MS) = orange(22,19mg EC3G/100g MS) > olive(18,46mg
EC3G/100g MS) > mandarine(16,8mg EC3G/100g MS) > caroube(15,97mg EC3G/100g MS)
> jujube(15,55mg EC3G/100g MS)> pruneau(4,97mg EC3G/100g MS).

Pour toutes les graines étudiées, le meilleur solvant d’extraction des

proanthocyanidines est I’acétone 60% sauf que pour les graines de figue de barbarie et I’olive.
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Figure 14: Teneurs en proanthocyanidines des extraits des graines des fruits.
a>b>c>d>e>f>g: Comparaison entre les échantillons (Extraction avec ’acétone 60%).
a’>b’>c’>d’: Comparaison entre les échantillons (Extraction avec I’éthanol 60%).
C3G : Cyanidine-3-Glycosylée

Moulehi et al (2012), ont rapporté que la teneur en proanthocyanidines des extraits des
graines d’orange est de 2,7mg EC/g MS, qui est supérieur a celle obtenue dans ce travail. La
teneur en proanthocyanidines des extraits des graines de mandarines est de 0,37 mg EC/g MS,

qui est supérieure a celle obtenue dans ce travail.

La présente étude montre que les grandes teneurs en composée phénoliques totaux,
flavonoides et proanthocyanidines des extraits des graines de différentes échantillons

obtenues avec 1’acétone 60%.

I11.2.Activité antioxydants

111.2.1. Pouvoir réducteur

Ce test mesure la capacité des extraits a réduire les ions métalliques, le fer ferrique
(Fe3+) du ferrocyanure de potassium pour donner du fer ferreux (Fe2+). La réduction
provoque le changement de couleur jaune du ferricyanure de potassium au bleu vert dont
I’intensité dépend du pouvoir réducteur de chaque extrait. L’augmentation de 1’absorbance

indique une augmentation du pouvoir réducteur (Yildirim et al .2001).
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Les extrait de graines des différentes échantillons analysés sont significativement
différentes a p<0,05 (figure 15).

Le pouvoir réducteur des échantillons varié entre 43,40 mg EAA/100g MS et 8167,94
mg EAA/100g MS. La teneur la plus élevée est obtenue avec I’extrait acétonique des graines
de la datte et la plus faible teneur est obtenue par 1’extrais acétonique des graines du pruneau.

Le pouvoir réducteur des graines obtenues par I’extrait acétonique suit 1’ordre

décroissant suivant :
Datte(8247,09mg EAA/100g MS) > caroube(1621,56mg EAA/100g MS) > jujube(666,80mg
EAA/100g MS) > olive(275,34mg EAA/100g MS) > figue de barbarie(192,65mg EAA/100g
MS) = pomme(187,66mg EAA/100g MS) = orange(185,02mg EAA/100g MS) =
mandarine(168,90mg EAA/100g MS) > pruneau(43,39mg EAA/100g MS)

Le pouvoir réducteur des graines obtenues par I’extrait éthanolique suit 1’ordre
décroissant suivant :
Datte(6709,10mg EAA/100g MS)>caroube(517,55mg EAA/100g MS)> olive(328,71mg
EAA/100g MS) = jujube(308,18mg EAA/100g MS) >figue de barbarie(186,20mg EAA/100g
MS) =orange(154,82mg EAA/100g MS)> pomme(134,29mg EAA/100g MS) >
mandarine(129,02mg EAA/100g MS)>pruneau(69,2mg EAA/100g MS).

Les valeurs de pouvoir réducteur de la majorité des extraits des graines est élevées

avec 1’extrait acétonique a 1’exception les graines d’olive et de pruneau.
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Figure 15: Pouvoir réducteur des extraits des graines des fruits.
a>b>c>d: Comparaison entre les échantillons (Extraction avec 1’acétone 60%).

a’>b’>c’>d"> e’ >f*: Comparaison entre les échantillons (Extraction avec 1’éthanol 60%).

111.2.2.Activité antiradicalaire DPPH
Lel,1-Diphényl-2-Picryl-Hydrazyl(DPPH) est un radical libre stable centré sur 1’azote,

dont la couleur change du violet au jaune apres réduction par le processus de donation, soit
d’hydrogéne ou bien d’électron (Hinneburg et al. 2006).

Les résultats de I’évaluation de I’activité antiradicalaire DPPH des extraits de graines
des différents échantillons analysés présente des déférences significatives (p<0,05)
(figure 16).

L’activité antiradicalaire DPPH des échantillons varie entre 10,04% et 88,70%, la
teneur la plus élevée est obtenue avec ’extrait éthanolique des graines de la datte et la plus
faible teneur est obtenue avec 1’extrais éthanolique des graines du pruneau.

L’activité antiradicalaire DPPH des extraits des graines obtenues par I’extrait
acétonique suit I’ordre décroissant suivant :

Datte (78,80%)>jujube (61,79%) > olive (38,55%)= caroube (35,62%)> pomme
(32,63%) > figue de barbarie(31,69%)> orange (31,54%) > mandrine (28,30%)> pruneau
(20,24%).
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L’activité antiradicalaire DPPH des graines obtenues avec 1’extrait éthanolique suit
I’ordre décroissant suivant :
Datte (88,70%%)> olive (42,43%)> jujube (33,68%) >orange (25,92%) = mandarine
(25,57%) = caroube (24,27%) = figue de barbarie (23,78%) >pomme (17,96%)> pruneau
(10,04%).

Les valeurs de activité antiradicalaire DPPH de la totalité des extraits des graines est

élevées avec ’extrait acétonique & 1’exception les graines de la datte et d’olive.
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Figure 16: Activité antiradicalaire DPPH des extraits des graines des fruits.
a>b>c>d: Comparaison entre les échantillons (Extraction avec 1’acétone 60%).

a’>b’>c’>d’> e’ >f: Comparaison entre les échantillons (Extraction avec I’éthanol 60%).
111.2.3.Activité antiradicalaire ABTS

L’ABTS * est un autre radical plus réactif que le DPPH . Les réactions avec les
radicaux ABTS " impliquent a la fois le transfert d’atomes d’hydrogéne et d’électron.
L’ABTS * a des avantages d’étre plus polyvalent que le DPPH', parce qu’il est soluble dans
I’eau et les solvants organiques, ce qui permet I’évaluation de 1’activité de piégeage pour les
échantillons hydrophiles et lipophiles (Gulgin, 2012).

Les résultats de 1’évaluation de I’activité antiradicalaire ABTS des extraits de graines
des différentes échantillons analysés présentent des déférences significatives (p<0,05)
(figure 17).
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L’activité antiradicalaire ABTS des échantillons varie entre 41,92 % et 98,70 % la
teneur la plus élevée est obtenue avec I’extrait acétonique des graines de la datte et la plus
faible teneur est obtenue avec 1’extrait éthanolique des graines de figue de barbarie.

L’activité Activité antiradicalaire ABTS des graines obtenue avec I’extrait acétonique
suit I’ordre décroissant suivant :

Datte(98,7%) > jujube(97,81%) > caroube(96,65%) > mandarine(95,16%) = figue de
barbarie(92,09%) > pomme(75,05%) > orange(69,87%) = olive(68,16%) > pruneau(52,01%).

L’activité Activité antiradicalaire ABTS des graines obtenue avec 1’extrait éthanolique
suit I’ordre décroissant suivant :

Datte(98,56%) > mandarine(93,86%) > olive(69,25%) > jujube(54,39%) = pruneau(52,01%)
> orange(45,94%) = pomme(44,64%) = caroube(42,87%) = figue de barbarie(41,92%).

Les valeurs de I’activité antiradicalaire ABTS de la totalité des extraits des graines est

¢élevées avec I’extrait acétonique a ’exception des graines d’olive.

EAC60%
aa  gp be |y BEOH60% ab

[N

o

o
)

90 -
80 - d
70 -
60 - d
50 -

40 -

Activité antiradicalaire ABTS (%).

30 -

20 -

10 -

] (] Lo ) < ] < N (]
SIS S P S ST

&

%y
o}

“% Echantillons

Figure 17: Activité antiradicalaire ABTS des extraits des graines des fruits.

a>b>c>d>e>f: Comparaison entre les échantillons (Extraction avec 1’acétone 60%).

a’>b’>¢’>d’> e’: Comparaison entre les échantillons (Extraction avec ’éthanol 60%).
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111.2.4.Activité antioxydante au phosphomolybdate

L’étude statistique révele qu’il existe une différence significative entre I’activité des
extraits des graines des différents échantillons analysés (p<0,05) (Figure 18).

L’activité antioxydante au phosphomolybdate des échantillons varie entre 83,61 mg
EAG/100g MS et 1751,06 mg EAG/100g MS la teneur la plus élevée est obtenue avec
I’extrait acétonique des graines de la datte et la plus faible teneur est obtenue par 1’extrait
acétonique des graines de figue de barbarie.

L’activité antioxydante au phosphomolybdate des graines obtenue par 1’extrait

acétonique suit I’ordre décroissant suivant :
Datte(1751,06mg EAG/100g MS) > caroube(1447,41mg EAG/100g MS) > jujube(419,17mg
EAG/100g MS) > olive(284,33mg EAG/100g MS) > pruneau(196,84mg EAG/100g MS) =
pomme(158,75mg EAG/100g MS) > orange(117,58mg EAG/100g MS) =
mandarine(104,2mg EAG/100g MS) = figue de barbarie(83,61mg EAG/100g MS).

L’activité antioxydante au phosphomolybdate des graines obtenue par 1’extrait

éthanolique suit I’ordre décroissant suivant :
Datte(1720,18mg EAG/100g MS) > pomme(1372,32mg EAG/100g MS) =
caroube(1339,33mg EAG/100g MS) > jujube(626,07mg EAG/100g MS) > orange(551,95mg
EAG/100g MS) > figue de barbarie(470,64mg EAG/100g MS) > mandarine(337,86mg
EAG/100g MS) = olive(320,36mg EAG/100g MS) = pruneau(319,33mg EAG/100g MS).

Les valeurs de I’activité antioxydante au phosphomolybdate de la totalité des extraits
des graines est élevées avec 1’extrait éthanolique a 1’exception les graines de datte et de

caroube.
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Figure 18: Activité antioxydante au phosphomolybdate des extraits des graines des fruits.
a>b>c>d>e: Comparaison entre les échantillons (Extraction avec I’acétone 60%).

a’>b’>c’>d’> ¢’ >f>g’: Comparaison entre les échantillons (Extraction avec I’éthanol 60%).
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Conclusion et perspectives

Conclusion

La présente ¢tude a permis le dosage des substances antioxydantes (composés
phénoliques totaux, flavonoides et proanthocyanidines) ainsi que 1’évaluation de 1’activité
antioxydante (pouvoir réducteur, activités antiradicalaires (DPPH et ABTS) et Dactivité
antioxydante au phosphomolybdate) des extraits obtenus avec une extraction assistée aux
ultrasons de différentes graines de fruits (figue de barbarie, olive, pruneau, pomme, orange,
mandarine, jujube, datte et caroube) en utilisant I’acétone 60% et 1’éthanol 60% comme

solvant d’extraction.

Les résultats obtenus ont révélé des teneurs élevées en antioxydants et une activité

antioxydante importante avec des différences significatives p<0,05.

Pour les extraits a acétone 60% ; I’étude comparative révéle que les teneurs en
composés phénoliques varient de 36,28 mg EAG/100g MS pour I’extrait des graines de
pruneau jusqu’a une valeur de 1’ordre de 7375,01 mg EAG/100g MS pour I’extrait des graines
de dattes. Pour les extraits a éthanol 60%, les teneurs en composés phénoliques varient de
23,82 mg EAG/100g MS pour I’extrait des graines de pruneau jusqu’a une valeur de 1’ordre
de 6490,9 mg EAG/100g MS pour I’extrait des graines de dattes. La teneur en flavonoides
varie entre 605,27 mg EQ/100g MS et 1000,07 mg EQ/100g MS. Ce qui concerne la teneur en
proanthocyanidines, elle varie entre 4,97 mg EC/100g MS et 865,12 mg EC3G/100g MS pour
les graines de pruneau et les graines de dattes respectivement.

Le pouvoir réducteur des échantillons varie entre 43,40 mg EAA/100g MS et 8167,94
mg EAA/100g MS. La teneur la plus élevée est obtenue avec I’extrait acétonique des graines
de dattes et la plus faible teneur est obtenue avec 1’extrait acétonique des graines du pruneau.
L’activité antiradicalaire DPPH des échantillons varie entre 10,04% et 88,70%, teneur la plus
¢levée est obtenue avec les extrais éthanoliques des graines de la datte et la plus faible teneur
est obtenue avec ’extrait éthanolique des graines du pruneau.

L’activité antiradicalaire ABTS varie entre 41,92% et 98,70% la teneur la plus élevée
est obtenue avec I’extrait acétonique des graines de la datte et la plus faible teneur est
obtenue avec I’extrait éthanolique des graines de figue de barbarie. Enfin Dactivité
antioxydante au phosphomolybdate des échantillons varie entre 83,61 mg EAG/100g MS et
1751,06 mg/EAG/100g MS la teneur la plus élevée est obtenue avec I’extrait acétonique des
graines de la datte et la plus faible teneur est obtenue avec I’extrait acétonique des graines de

figue de barbarie.
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Conclusion et perspectives

Pour la majorité des graines ¢tudic€es et des parametres testés; le meilleur solvant est

I’acétone 60%.

Les graines constituent une bonne source de composés bioactifs qui pourraient étre
exploitée dans différents secteurs.
Dans le but de compléter la présente étude, il serait intéressant et souhaitable de:
» Caractériser les différents antioxydants, d’élucider leur mécanisme d’action et de tester
I’activité des extraits in vivo.
» Evaluer la biodisponibilit¢ des composés phénoliques des extraits de différentes graines
des fruits, afin de prévoir leur effet sur la santé¢ humaine.
» Réaliser des tests sur d’autres variétés et sur un nombre d’échantillons plus importants en
appliquant des protocoles expérimentaux plus élaborés.
» Isoler et extraire des métabolites secondaires en particulier les composés phénoliques par

d’autre méthodes performantes.
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Annexes

Annexes 1 : Courbes d’étalonnages utilisées pour le calcul des teneurs en composés
phénoliques totaux, flavonoides, pranthocyanidines, pouvoir réducteur.
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Figure A: Courbe d’étalonnage des composées phénoliques.
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Figure B : Courbe d’étalonnage des flavonoides.
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Figure C : Courbe d’étalonnage avec 1’acide ascorbique pour I’évaluation du pouvoir
réducteur.
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Figure D : Courbe d’étalonnage de méthode phosphomolybdate.



Résumé

La présente étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation des graines de quelque fruits : Opuntia ficus-
indica L, Ziziphus jujuba, Ceratonia siliqua, Olea europaea L, Malus sylvestris, Citrus reticulata, Phoenix
dactylifera L, Citrus sinensis, Prunus domestica. La méthode d’extraction assistée aux ultrasons a été utilisée
pour I’extraction des composés phénoliques puisque elle offre de nombreux avantages par rapport aux autres
techniques  d’extraction. L’extraction des antioxydants (composés phénoliques, flavonoides et
proanthocyanidines) est effectuée en utilisant 1’éthanol 60% et acétone 60%. Permet dedoser ces derniers et de
déterminer leurs activités antioxydante et antiradicalaire par quatre méthodes (pouvoir réducteur et activité
antiradicalaire DPPH, ABTS et activité antioxydante au phosphomolybdate). Les résultats des dosages des
antioxydants montrent que la teneur la plus élevée en composés phénoliques totaux, flavonoides et les tanins
condensé,est obtenue par ’extraits acétoniques des dattes (7375,01 mg EAG/100g MS. 1000,07 mg EQ/100g
MS, 865,12 mgEC3G/100g MS respectivement). Les valeurs de pouvoir réducteur, activité antioxydant au
phosphomolybdate, activité antiradicalaire DPPH et ABTS sont meilleur avec les extraits acétoniques pour la
majorité des extraits des graines.Pour la plus part des échantillons le meilleur solvant d’extraction est I’acétone
60%.Pour la majorité des paramétres testés les extraits acétoniques de la datte sont plus riches par rapport aux
autres échantillons.

Mots clés : graines des fruits, composés phénoliques, activités antioxydante, activitésantiradicalaire, ultrasons.

Abstract

The present study is part of the valuation of the seeds of some fruits: Opuntiaficus-indica L, Ziziphusjujuba,
Ceratoniasiliqua, Oleaeuropaea L, Malussylvestris, Citrus reticulata, Phoenix dactylifera L, Citrus sinensis,
Prunusdomestica. The ultrasound-assisted extraction method has been used for the extraction of phenolic
compounds since it offers many advantages over other extraction techniques. Extraction of antioxidants (phenolic
compounds, flavonoids, proanthocyanidins) is carried out using 60% ethanol and 60% acetone. Allows dosing of
these and their antioxidant and antiradical activities by four methods (reducing power and antiradical activity
DPPH, ABTS and phosphomolybdate antioxidant activity). The results of the antioxidant assays show that the
highest content of total phenolics, flavonoids and condensed tannins, is obtained by the acetonic extracts of dates
(7375.01 mg EAG / 100g MS 1000.07 mg EQ / 100g MS, 865.12 mgeEC3G / 100g MS respectively).
The values of reducing power, phosphomolybdate antioxidant activity, DPPH and ABTS antiradical activity are
better with the acetone extracts for the majority of the seed extracts. For most of the samples, the best extraction
solvent is 60% acetone. The majority of the parameters tested the acetonicextracts of the date are richer
compared to the other samples.

Key words: fruit seeds, phenolic compounds, antioxidant activities, recreational activities, ultrasound.
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