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INTRODUCTION

I ntroduction

Le métabolisme aérobique chez les mammiferes génere des substances appelées
especes reactives de I’oxygene (ERO) qui sont impliquées a faibles quantités dans des
processus physiologiques. Cependant I’excés de leur production peut devenir toxique pour les
composants majeurs de la cellule: les lipides, les protéines et les acides nucléiques et par
conséquence donnés lieux au stress oxydatif qui est impligué dans un large spectre de
maladies (Ladoh Yemeda et al., 2014).

Des efforts considérables sont orientés vers [I’identification de substances
antioxydantes naturelles pouvant lutter contre le stress oxydatif.

Les antioxydants naturels sont I’objet de nombreuse études, car ils sont reconnus pour
leur activités biologiques, particulierement ceux apportés par I’alimentation, ces derniers
peuvent réduire les risques liés a plusieurs maladies par un fonctionnement équilibré de notre
organisme (oxydant/antioxydant) tout en le protégeant contre divers radicaux libres (Zeghal
et Sahnoun, 2013).

En Algérie, les plantes ont une grande importance dans la médecine traditionnelle. la
flore algérienne est caractérisée par sa diversité méditerranéenne, saharienne, et paléo-
tropical, estimé a plus de 3000 espéce appartenant a plusieurs famille botanique (Arab et al.,
2014).

Le jujube est une plante méditerranéenne, c’est une source d’antioxydants naturels tel
gue les polyphénols (acides phénoliques, flavonoides, proanthocyanidines), vitamines et
caroténoides, ce qui lui confere la capacité de renforcer le systeme de défense de I’organisme
(Zhang et al., 2010). Cependant de nouvelles techniques ont été développées pour
I’extraction de ces composés actifs et I’évaluation de leurs activités biologiques.

L’extraction solide-liquide des composés phénoliques est hautement influencée par
plusieurs parametres tel que : le solvant d’extraction et le temps d’extraction. L*extraction par
un solvant reste le procédé le plus largement employé. Cependant le transfert de matiére qui
s’effectue lors de I’extraction par un solvant est entravé et limité par la structure et la paroi
cellulaire des végétaux. Pour contourner cette difficulté, plusieurs solutions ont été
proposées : des améliorations dans le procédé classique d’extraction par solvant telles que
I’utilisation des ultrasons (Ghitescu et al., 2015)

]



INTRODUCTION

La présente éude comprend deux parties principales :

La premiére partie est une synthése bibliographique qui traite la description de
Ziziphus jujuba, des rappels sur I’équilibre stress oxydatif /antioxydants, |es antioxydants de
Ziziphus jujuba et les méthodes d’extraction des polyphénols.

La deuxiéme partie de ce travail est une étude expérimentale qui a pour objectif la
caractérisation de quelques analyses physico-chimiques et I’optimisation des conditions
d’extraction des polyphénols a savoir volume de solvant, la puissance ultrasonique et |e temps
d’extraction a partir du fruit de jujube par la determination de la teneur en composés
phénolique et I’évaluation de leur activité antioxydante (pouvoir réducteur et activité anti-
radical DPPH).
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|.1- Généralités sur Ziziphusjujuba
1.1.1- Généralités

Lejujubier, Ziziphus jujuba L., est un arbuste épineux et fruitier, appartient alafamille
des Rhamnacées. |l est indigene de la chine et connu comme un fruit dans ce pays au moins
4000 annees avant I’ere Chrétien (Gao et al., 2013). Cette espece est cultivée dans des régions
tropicales et subtropicales d’Asie et de Méditerranée (France, Maroc, Tunisie et nord d

"Algeérie).

La classification des especes est basée principalement sur des caractéristiques
morphologiques et leur mode d’utilisation. Le genre Ziziphus inclus environ 170 especes
différentes, telles que jujuba, lotus, mouritiana, mucronata, spinosa, vulgaris, oenoplia Mill.
Les deux espéces qui produisent des fruits comestibles sont Ziziphus mouritiana et Zizphus
jujuba. L’arbre de Jujube est appelé dans les pays arabes: sidre, Nabk, anneb, jujube et en
chine datte chinoise (Preeti et Shalini, 2014).

L’espéce jujuba s’adapte facilement a la salinité des sols, aux excés d’eau et a la
sécheresse, |a propagation de cet arbre se fait généraement par la graine, parfois par
bouturage de racine ou par la greffe. La fructification commence dés la quatriéme année de
développement et atteint son plein rendement a I’age de 15 ans (Vashishtha et al., 1989).

|.1.2- Description botanique

Ziziphus jujuba est un petit arbre de 5 & 10 m de longueur et de 0,6m de diamétre avec
des branches rigides et épineuses. Il présente une écorce grise et deux épines a la base des
rameaux (Balakrishnan et al., 2012).

Ces feuilles sont simples, caduques, alternes, courtement pétiolées, ovales et a bords
finement dentés. La face supérieure est verte foncée tandis que la face inférieure est verte
pae. (Preeti et Shalini, 2014).

Les fleurs de Ziziphus jujuba sont nombreuses, petites, 5 cm de largeur avec 5 pétales
inapercus et 5 sépales, hermaphrodite et jaunétre. Elle a un long pédoncule flora et les
étamines sont disposées en un cycle de 5. Elles sont groupées en inflorescences sous forme de
cyme axillaire sessile. Ces fleurs fleurissent en juin et juillet. Le jujubier se reproduit trés
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fréeguemment par fécondation croisee, certains arbres liberent le pollen le matin et d’autres

dans I’aprés-midi, ce qui favorise cette pollinisation (Diallo, 2004).

Le fruit est une drupe ovale comestible comportant un noyau revétu d’une pulpe
blanchatre de faible épaisseur (1,5 a 3 cm). Lorsqu’il est immature, sa couleur verte avec un
godt d’une pomme, il est rouge foncé a maturité avec un godt d’une datte, d’ou son nom datte
chinoise et noire violacée éventuellement pour le jujube seché. La maturation de ce fruit est
apres 105 jours de fluorescence (figurel) (Panchal et al., 2010).

Pulpe

Grain

Pelure

Figure 1 : Coupe transversale du fruit de Ziziphus jujuba (Preeti et Shalini, 2014)
|.1.3- Classification botanique

Régne: Planta

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Division : Magnoliopsida

Ordre: Rhamnoles

Famille : Rhamnacées

Genre: Ziziphus

Espece: jujuba (Gilman et al., 1994)
|.1.4- Ecologie et environnement

La température et le changement climatique sont la cause principale de la diversité

morphol ogique des plantes.
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Le jujubier s’adapte au climat chaud et sec avec I’humidité pendant la période de
végétation (figure2). Il se trouve dans des zones semi-arides de tous les pays sahdliens
d’Afrique de I’Ouest et d’Afrique orientale et australe et d’une température entre -6 et 55°C.
Leur développement se fait dans une variété de sols, avec un pH neutre ou faiblement alcalin
(5,5-8,5), tout en évitant les sols argileux (Liu et Zhao, 2009)

|:| Répartition de Ziziphus jujuba

Figure 2 : Carte de répartition de Ziziphus jujuba

|.1.5- Composition chimique du fruit de Ziziphus jujuba

L es constituants majeurs du fruit de Ziziphus jujuba ont un réle nutritionnel et fonctionnel
dd aleurs valeurs nutritives élevées (Tableau I). Elles sont divisés en deux catégories :

» Substances fonctionnelles : vitamine C, fibres comestibles et |es minéraux.
» Substances bioactives: stérols, acaoide, saponine, sérotonine, polyphénols,
flavonoides et des triterpenes (Ziiaev et al., 1997).
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Tableau | : Composition chimique du fruit de Zizphus jujuba

Leconstituant | Lateneur Laréférence

L’eau La teneur en eau du fruit de Ziziphus jujuba évolue en | Vidrih e al.,
fonction de stade de maturation atteignant 42,25 % et 2008
44 % de constituants solubles.

Les sucres Le fruit de Ziziphus jujuba est trésriche en sucreavec une | Li et al., 2007a
teneur de 9,8 a 14,7 % du poids a I’état frais, il renferme ggfgg e al,
plusieurs types de sucre en particulier fructose, glucose,
rhamnose, sorbitol et saccharose.

Lesvitamines Les fruits sont tres riches en vitamines notamment C, A, | Pareek et al.,
B (B1 et B2) et de faibles quantités en vitamine E et P | 2009
(bioflavonoide)

Les minéraux Bonne source d’éléments minéraux essentiellement | Chouaibi et al.,
potassium, phosphore, calcium et manganése. 2012

Les protéines La teneur en protéine pour les fruits est de 8 %, maisla | Pareek et al.,
grande teneur est représentée par les grains (19,1 %). 2009

Leslipides La teneur en lipides pour les fruits est faible, alors que | Chouaibi et al.,
pour les grains est de 32,9 %. 2012

Lesfibres Lamajorité des fibres sont insolubles. Lietal., 2007a

Les Contient un ensemble d’antioxydants, essentiellement les | San et yildirim,

antioxydants flavonoides: les grains contiennent environ 8 ;812 Choi et al.,

flavonoides, les feuilles environ 4 et les fruits 10

flavonoides.

|.1.6- Utilisation de Ziziphus jujuba

[.1.6.1-Usage alimentaire

Le principal produit issu du jujubier est le fruit, dont la pulpe est consommee fraiche,

seche, comme additif alimentaire, ardme ou traitée (confiture, miel, pain, farine, gateaux)

(San et Yildirim, 2010), comme il peut étre transformé en boissons rafraichissantes. Les

feuilles sont consommées comme tisane et I’extrait des fleurs posséde un nectar de haute
qualité (Zhao et al., 2008).
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|.1.6.2- Usage thérapeutique

Des études ont montré que les différentes parties de la plante présentent de multiples

activités biologiques :

Les graines de Ziziphus jujuba engendrent une réaction antigéne/anticorps et une
inhibition de la libération de [I’histamine. Ses deux principes actifs: jujuboside et
protojujuboside augmentent les IgG sériques, elles sont des remédes aussi pour la toux,
diarrhée, I’asthme, encéphalopathie, vomissement et ophtalmopathie (Eddouks et al., 2004)

Les feuilles sont utilisées comme diurétique, émollient, expectorant, pour promouvoir
la croissance des cheveux, anticancéreux, sedatif, purification de sang. Elles sont reconnues
comme étant hypoglycémiantes et provoquent une augmentation du taux de glycogene du foie
(Preeti et Shalini, 2014). Le principe actif des feuilles (jujuboside @) a un effet synergique
avec la phénylalanine sur le systéme nerveux central.

Les racines, feuilles et écorces ont un effet antibactérien et antifongique. Les
flavonoides et saponines issues des feuilles et des écorces des racines possédent une activité
anti-inflammatoire et analgésique (Ghedira et al., 1993).

Le fruit a un effet anticancéreux, anti-inflammatoire, hépato protectif, antioxydant,

anti-insomnie, immunostimulant et neuro-protectif (Guo et al., 2015).
|.2- Lestress oxydant et antioxydant

|.2.1- Radicaux libres

Plusieurs fonctions de I’organisme reposent sur une série de réactions chimiques
regroupées sous le terme de I’oxydation. Des molécules appelées radicaux libres sont les
produits de la dégradation naturelle (Sean et Lytle, 2001).

Un radical libre est une espece chimique, molécule ou atome possédant un ou
plusieurs électrons non appariés, ce déséquilibre est comblé soit par I’acceptation d’un

électron, soit par le transfert de ce dernier sur une autre molécule (Fontaine, 2002).
|.2.2- Espéces réactives de I’oxygene (ERO)

Les espéeces réactives oxygénées (ERO) incluent les radicaux libres et |es espéces non

radicalaires qui sont des molécules hautement réactives (Tableaux 11). Les ERO sont produites
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en permanence dans I’organisme, et sont impliquées dans le maintien de I’homéostasie
cellulaire (prolifération cellulaire normale, métabolisme, éat redox physiologique pour

I’expression de génes) (Chu et al., 2010)

Tableau 11 : Les principales espéces réactives de I’oxygene générées dans les systemes
biologiques (Bartosz, 2003)

Nom Symboles
Espéces Radicalaires
Anion superoxyde O,
Radical hydroxyle OH’
Monoxyde d’azote NO
Espéces non radicalaires
Peroxyde d’hydrogene H.0,
Acide hypochlorique HOCI
Oxygéne singulet o,
Peroxynitrite ONOO

[.2.3- Origine des espéces réactives de I’oxygéne

Les especes réactives de I’oxygeéne se forment de facon parasitaire dans toutes les

réactions biochimiques comportant le transfert d’électron ou la participation de I’oxygene.
[.2.3.2- Source endogéne des especes réactives de I’oxygene
IIs sont produits par divers mécanismes physiol ogiques et pathol ogiques.

> La plupart des radicaux libres se forment au cours de métabolisme de I’oxygene
(réduction de I’oxygéne moléculaire en eau) dans les mitochondries, principalement la
formation de I”anion superoxyde (O,") (Roede et Jones, 2010).

> Les peroxysomes sont une source endogene majeure de H,O, via la B-oxydation des
acides gras (Gulcin et al., 2006)

> Le cytochrome P450 peut réduire directement O, en O, en causant le stress oxydatif,
il peut aussi prendre une voie aternative appelée « cycle de redox » dans laquelle un
substrat accepte un éectron du cytochrome P450 et transféré a I’oxygéne générant

I’anion superoxyde (Beckamane et al., 1998).
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» Larégulation des fonctions cellulaires létale telle que la mort cellulaire programmée
(apoptose) fait appel aussi ala production des radicaux libres (Valko et al., 2006).

> Lors de processus inflammatoires, les neutrophiles activés produisent [I’anion
superoxyde via I’action de NADPH oxydase lié a la membrane sur I’oxygéne
moléculaire (Rodrigo et al. 2011).

» Durant le métabolisme de I’acide arachidonioque, les lipooxygenases générent de
ERO de plus dans les conditions normales, I’oxyde nitrique synthase convertie
I’arginine en citrulline et en monoxyde d’azote (L ee et al., 2004).

» Au cours du catabolisme des purines, la xanthine oxydoréductase catalyse
I’hydroxylation de I’hypoxanthine en xanthine et par la suite en acide urique en

produisant I’anion superoxyde (Vorbach et al., 2003)
[.2.3.3- Source exogene des especes réactives de I’oxygene

Les ERO sont également génerées sous I’effet d’oxydants environnementaux. En effet, la
pollution (ex : oxydes d’azote) et I’exposition prolongée au soleil induisent la synthése de
radicaux libres (O,~, OH°, '0,) et de molécule génératrice de radicaux libres (H.O,) par

I’intermeédiaire d’agents photosensibilisants.

> I’absorption d’alcool ou de certains médicaments (ex : catécholamines), et le
tabagisme sont d’autant des situations qui provoquent une surproduction d’ERO dans
notre organisme, susceptibles de surpasser nos défenses antioxydants naturelles
(Tawaha et al., 2007).

|.2.4- Stress oxydant

Le stress oxydatif est défini par la production excessive des molécules prooxydantes
appel ées radicaux libres ou une insuffisance des mécanismes antioxydants. Cela provogue un
déséquilibre cellulaire de la balance molécule oxydante/antioxydante (Zeghal et Sahnoun,
2013). La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec I’age, car le
vieillissement diminue les défenses antioxydants et augmente la production mitochondriale
des radicaux libres (Favier, 2003).
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[.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 I’oxydation de ces substrats (Esteki et Urooj, 2012).
|.2.6-Classification des antioxydants suivant la nature chimique

|.2.6.1- L esantioxydants naturels

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants. Elles incluent la béta
caroténe, I'albumine, I'acide urique, les polyamines, les flavonoides, I'acide ascorbique et les

composeés phénoliques (Figure 3) (K oechlin-Ramonatxo, 2006).

» Lesantioxydants enzymatiques

» Superoxydedismutase (SOD) : catdyse la dismutation de I’anion
superoxideenperoxide d’hydrogene et en oxygéne moléculaire (Landis et Tower,
2005).

» Catalase : transforme le peroxyde d’hydrogene (H»O,) en simple molécule d’eau
(Delattre et al,. 2005).

» Glutathion peroxydase (GPX) : détruit le peroxyde d’hydrogene et les peroxydes
lipidiques (Valko et al., 2006)

Antioxydants non enzymatique

Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation. Dans cette
catégorie d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion (GSH), les
vitamines E et C et les polyphénols (Derbel et Ghedira., 2005)

|.2.6.2- Antioxydants synthétiques

Parmi les antioxydants phénoliques de synthese qui sont autorises dans certains
aliments : le BHT (3,5-diterdiobutyl-4-hydroxytoluéne), BHA (tertiobutyl-4- hydroxyanisole)
et TBFQ (tertiobutyl-hydroxyquinone) (Picinnelli et al., 2009).

|
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Figure 3 : Régulation de la production d’especes réactives de I’oxygeéne par les systémes de

défense antioxydants (Pincemail et al., 2002).
|.2.7- Antioxydants de Ziziphusjujuba

1.2.7.1- Polyphénols

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires a noyau aromatique
phénolique, trés connus pour leur réle antioxydant. Ils sont considérés comme des composés
guas universels qui forment le groupe des composés phytochimiques le plus important des
végétaux. Structurellement, ils se répartissent en plusieurs classes alant de composes
présentant un simple noyau phénoliques (acides gallique) a des composés polymeériques

complexes comme lestanins (Figure 4) (Derbel et Ghedira, 2005)

OH

Figure 4 : Structure de base des composés phénoliques (Sar ni-manchado et Cheynier,
2006)
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“ Voie de synthése des polyphénols
L es composeés phénoliques sont issus par deux grandes voies métaboliques :
» Voie de I’acide shikimique

La voie de I'acide shikimigue est la voie la plus importante pour la biosynthése des
composés aromatiques dans les plantes. Dans cette voie, I’érythrose 4-phosphate et le
phosphoénol pyruvate sont des précurseurs produites par les hydrates de carbones lors de leur
dégradation par la voie des pentoses phosphates et la glycolyse respectivement (Dewick,
1995).

Aussi, il est intéressant de préciser que latyrosine et la phénylalanine dérivent de cette
voie métabolique sont a I’origine de la plupart des molécules phénoliques. La désamination de
la phénylalanine grace a I’action de la phénylalanine ammoniac lyase donne naissance au
précurseur direct des phénols (acide cinnamique), qui se transforme en acide coumarique sous

I’action de cinnamate-4-hydroxylase (K naggs, 2003).
» Voie de I’acétate / malonate

La glycolyse et la -oxydation aboutissent a la formation de I’acétyl-CoA donnant le
malonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques,
obtenues par condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de
I’acétyl-CoA. Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Knaggs,
2003).

+» Classification des composés phénoliques

Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent
étre classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones. Ces molécules
sont géenéralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides organiques (Urquiaga et
L eighton,2000).

» Acides phénoliques

Ces composés sont universellement rencontrés chez les plantes notamment Ziziphus
jujuba, la partie la plus riche en acide phénolique est I’écorce de fruit de jujube. Deux sous-

groupes peuvent étre distingués (Figure 5) (Zhang et al., 2010).
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Les acides hydroxybenzoiques, dont les plus répondus sont I’acide gallique et I’acide
éllagique.
Les acides hydroxycinamiques, dont les plus abondants sont I’acide caféique, I’acide

ferrulique, I’acide cinamique et I’acide chlorogénique

(A)

O._OH
HO

- HO OH
OH (B)

Figure5: Structure chimique de I’acide caféique(A) et gallique(B) (M andal, 2010; Sar ni-
Manchado et Cheynier, 2006)

» Lesflavonoides

Les flavonoides constituent le principal groupe des polyphénols. Ces molécul es possedent
toutes un squelette chimique commun (Cg-Cs3-Cg). Ils sont généralement de puissants
antioxydants. Selon le degré d’oxygénation et d’instauration du segment Cs, six classes de
flavonoides sont définies: flavonols, flavones, isoflavones, flavonones, flavanols et
anthocyanes (M anach et al., 2005).

Chez Ziziphus jujuba, deux types de flavonoides ont été isolés: (1) 8-formyl-3°,4’-
dihydroxy-6,7-dimethoxyflavone (2) et 8-formyl-4’-hydroxy-3’,6,7-trimethoxyflavone.
(Figure 6).

1: R=H; 2: R=Me

Figure 6 : Structure de flavonoides isolés a partir de Ziziphusjujuba (Li et al., 2013)

&
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» Tanins

Les tanins sont un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire, jouent un réle de
donneur de proton aux radicaux libres lipidiques produits au cours de la peroxydation. Des
radicaux tanniques plus stables sont alors formeés, ce qui a pour consegquence de stopper la
réaction en chaine de I’auto oxydation des lipides (Derbel et Ghedira, 2005).

Deux groupes de tanins différents aussi bien par leur structure que par leur origine

biogénétique sont distingués : les tanins hydrolysables et |es tanins condenseés.

Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables ou acides tanniques sont des polymeres de I’acide gallique
ou de son produit de condensation ; I’acide éllagique. lls ont un poids moléculaire plus

faible et précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins condensés (Figure 7)
(Seremeet al., 2010)

HO 0

m m

0 OH

Figure 7 : Structure de I’acide éllagique (King et Y oung, 1999)

Tanins condensés

Le fruit de Ziziphus jujuba est trés riche en proanthocyanidines, composés phénoliques
hétérogenes : dimeéres, oligomeres ou polymeres du flavanes, flavan-3-ols, 5-flavanols, 5-
deoxy-3-flavanols et flavan-3,4-diols. Les deux groupes majeurs des proanthocyanidines sont

les procyanidines et |es prodel phinidines (Figure8) (Kou et al., 2015).

|
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Figure 8 : Structure d’une molécule de proanthocyanidines PZ-5 de Ziziphus jujuba (M alik et
al., 2002)

» Effet antioxydant des polyphénols
Les principaux mécanismes d’activite antioxydante sont (Halliwell, 1994) :
- Le piégeage direct des EOR

- L’inhibition des enzymes impliquées dans le stress oxydant et la chélation des traces
meétalliques responsables de la production des EOR

- La protection des systémes de défense antioxydants
[.2.7.2- Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments synthétises par les végétaux notamment Zizphus
jujuba. Les plus importants sont le béta-caroténe, I’alpha-caroténe, la lutéine, la zéaxanthine

et le lycopene. Ce sont eux qui donnent aux fruits des couleurs orange, rouge et jaune.

Le B-carotene est un précurseur de la vitamine A. L’activité antioxydante de ceux-ci
est liée & leur longue chaine polyénique qui leur permet de réagir avec les radicaux ROO,
HO', O,", R par simple addition électrophile et transfert d’électron (Figure 9) (Valko et al.,
2006).

Figure 9 : Structure de la -carotene (Chao Chin et al., 2008)
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11.2.7.3- Vitamines

Ce sont des substances non synthétiques dans I’organisme, elles doivent étre apportées
par les aliments. Les besoins en vitamines sont impératifs en période de croissance (Evans et
Reynhout, 1992)

< VitamineC

La vitamine C ou acide ascorbique empéche I’oxydation des LDL, produite par divers
systémes genérateurs d’espéces réactives de I’oxygene. Les fruits du jujubier sont riches en
acide ascorbique (Wang et al., 2013). La vitamine C permet également la régénération du
radical tocophéroxyle (Vit E), formé au cours de la réaction de protection anti-radicalaire, en
tocophérol. Elle réduit la glycosylation et augmente l'activité des enzymes antioxydants
(Figure 10) (Kojo, 2004)

HO OH

Figure 10 : Structure delavitamine C (Potterset al., 2002)

| .3- Méthodes d’extractions des polyphénols
1.3.1- Généralité

L’extraction des composés phénoliques a partir des végétaux est la premiére étape
dans I’utilisation des phytochimiques (préparation des produits alimentaires, pharmaceutiques
et cosmétiques). C’est une étape cruciale pour la valorisation de ces principes actifs, elle
dépend de la méthode et du solvant approprié qui préserve leurs propriétés biologiques. Les
composés phénoliques peuvent étre extraits a partir des échantillons de plante frais, congelés
ou secs (Mahmoudi et al,. 2013).

La technique d’extraction représente un facteur primordial qui influence la qualité de

I’extrait et le rendement d’extraction. Pour une technique donnée, plusieurs « méthodes »
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peuvent étre développées. Ces méthodes vont déerminer les parameétres optimaux

d’extraction des molécules végétales.

|.3.2- Parameétres influencant I’extraction des polyphénols

|.3.2.1- Nature du solvant

La nature du solvant est trés importante pour pouvoir extraire les molécules d’intérét
et, s possible, de facon sélective. Le solvant doit avoir une affinité importante pour les
molécules ciblées et posséder une grande capacité de dissolution. Le méthanol, I’éthanol, le
propanol, I’acétone, I’acétate d’éthyle, ainsi que leurs mélanges avec I’eau sont largement
utilises pour I’extraction des composés phénoliques. Les mélanges extraient souvent mieux

les substances ciblées que les solvants purs (Penchev et al., 2010)
[.3.2.2- pH d’extraction

La polarité de beaucoup de composés végétaux varie avec le pH du solvant. Par
conséquent, leur solubilité dépend aussi de I’acidité/basicité du solvant. L’extraction a
differents pH peut aussi permettre d’obtenir des extraits riches en groupes de substances
variées ( Lehtinen et Laakso, 1998).

1.3.2.3- Tailledes particules

La source est souvent préalablement découpée ou broyée pour faciliter I’extraction. La
réduction de la taille des particules augmente la surface d’échange et ainsi la vitesse
d’extraction (Bucic-Kojic et al., 2007).

[.3.2.4- Température

La température est le parametre le plus influant sur la modification des polyphénols
(Larrauri et al., 1997). L’augmentation de la température accroit la solubilité et la diffusivité
dans la solution et réduit sa viscosité. La chaleur facilite I’extraction aussi, car elle augmente

la perméabilité des parois cellulaires.
[.3.2.5- Agitation

L’agitation mécanique des particules dans le solvant permet leur maintien en

suspension et I’homogénéisation du milieu. Si I’agitation est trés intense et/ou maintenue

Yy
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durant une longue période, elle peut favoriser des chocs entre les différentes particules et
permet ainsi I’éclatement de certaines cellules qui vont libérer leur contenu cellulaire dans le
milieu (Dibert et Cross, 1989).

[.3.2.6- Temps d’extraction

Le temps de contact entre les deux phases est aussi I’un des parametres les plus
importants & maitriser. Ce paramétre est étroitement lié a la cinétique de I’extraction. La
connaissance de la cinétique permettra d’arréter I’extraction lorsque le rendement souhaité est
atteint (Mandal, 2007)

[.3.3- Techniques extractives

Le procedé d’extraction est basé sur la différence de solubilités des composés d’un

mélange dans un solvant. Le mélange peut étre solide ou liquide.

1.3.3.1- L’extraction par des solvants or ganiques (macér ation)

L’extraction par solvant est la procédure la plus utilisée généralement pour préparer
des extraits de la matiere végetale due a leur facilité d’utilisation, efficacité et une large
applicabilité. Le choix du solvant est le premier facteur qui permet d’agir sur le rendement et
la sélectivité d’une extraction solide/liquide (Xu et al., 2007).

Afin de limiter les risques d’oxydation des composés phénoliques, les processus
d’extraction et d’évaporation sont realises a I’abri de la lumiere. De plus, les polyphénols
étant sensibles a des températures excessives, les extraits sont maintenus a des températures
inférieures a 40°C durant les phases d’extraction et d’évaporation (Lahthinen et Laakso,
1998)

+ Extraction par éhanol

L’éthanol est souvent préconisé pour I’extraction de composés bioactifs dans
I’industrie agroalimentaire du fait de sa moindre toxicité. De plus, I’augmentation de la
concentration d’éthanol d’un mélange éthanol/eau réduit le constant diélectrique de ce
mélange et augmente la solvatation des molécules de polarité inférieure & I’eau, comme c’est

le cas pour les polyphénols (Cacace et M azza, 2003).

-,
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< Extraction par méthanol

Le méthanol est généralement avéré plus efficace dans I’extraction des polyphénols de
faible poids moléculaire. Le mélange méthanol/eau conduit a de bons rendements d’extraction

des dérivés hydroxycinamiques, flavones, flavanols et catéchine de fruit (Guyot et al., 2001).
< Extraction par acétone

La macération du matériel végéta broyé dans le mélange acétone/eau est pour
empécher I’action de polyphénoloxydases qui dégradent les composes phénoliques (Naczk et
Shahidi, 2006)

|.3.3.2- Extraction par Soxhlet

L’extracteur de Soxhlet est une piece de verrerie permettant d’effectuer une extraction
solide-liquide avec une grande efficacité. L appareil porte le nom de son inventeur : Franz
Von Soxhlet.

Principe

L’appareil de Soxhlet permet une extraction continue par macération avec un
renouvellement régulier de solvant jusqu'a I’épuisement complet du soluté dans la matiére
premiere (Figurell). Le nombre de cycles pour cette durée d’extraction est variable selon le

solvant utilisé : plus un solvant est volatil, plusle cycle est court (Gutierrez et al., 1999).

> Réfrigérant
eaud 15°C &

Extrait organique
+ solvant

Ballon
[ d’extraction

Résidu e _
d’extraction } gitateur magnetique

chauffant

Figure 11 : Principe d’extraction par Soxhlet
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1.3.3.3- Extraction assistée par ultrason

Les ultrasons sont des ondes vibrationnelles mécaniques de fréquence allant de 20 a
100 kHz pour I’extraction des composés bioactives. Les effets mécaniques des ultrasons
induisent une plus grande pénétration du solvant dans les matériaux cellulaires et améliorent
le transfert de masse. Les ultrasons dans I'extraction peuvent également perturber les parois
cellulaires, facilitant la libération de leur contenu. Par conséquent, I’efficacité de rupture des
cellules et du transfert de masse sont cités en tant que deux facteurs principaux menant aux

bonnes performances de I'extraction avec la puissance ultrasonique (Ghitescu et al.,2015).

Principe
Pendant |a sonication, les ondes sonores utilisées induisent des vibrations mécaniques
dansle solide, le liquide ou le gaz, le milieu de propagation de I’onde ultrasonore est soumis a
une succession de compression provoquant la formation de bulles, ces bulles vont croitre
pendant les phases de raréfaction et diminuer pendant les phases de compression. La
répétition de ces cycles va conduire a I’impulsion des bulles de cavitation, libérant ainsi une
grande quantité d’énergie (Figure 12). Les mécanismes d’extraction par ultrason impliquent
deux phénomenes physiques :
v" Les molécules peuvent parfois traverser laparoi cellulaire par simple diffusion
v Le contenu des cellules peut étre lessivé apres destruction des parois cellulaires, afin
de récupérer I’ensemble des composés phénoliques (Vinatoru, 2001).
CAVITATION ACOUSTIQUE
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Figure 12 : genération des bulles de cavitation par I’action des ultrasons (Pétrier et al., 2008)
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|.3.3.4- Extraction assistée par micro-onde

L’extraction assistée par Micro-ondes (EAM) offre un transfert rapide d'énergie et un
chauffage simultané de I’ensemble « solvant et matrice vegétale solide ». En absorbant
I'énergie des micro-ondes, I’eau présente dans la matrice végétale favorise la rupture des
cellules facilitant ainsi la libération des produits chimiques de la matrice et améliorant leur
extraction (Kaufmann, Christen et al., 2001)

Principe

L’extraction assistée par micro-onde consiste a traiter sous micro-onde un solide, sec
ou humide, en contact avec un solvant partiellement ou totalement transparent ala micro-onde
(Figure 13). Ce procédé a pour vocation d’étre une méthode d’extraction utilisable pour un

grand nombre de matrices solides telles que les végétaux (Rostagno et al., 2007)

Figurel3 : Principe de I’extraction par micro- onde

21
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|.3.4- Avantages et inconvénients des différentes techniques d’extraction

Toutes les techniques biochimiques possédent des avantages et des inconveénients

(Tableau I11).

Tableau |11 : Avantages et inconvénients des différentes techniques d’extraction.

Avantages inconveénients
Extraction | -I’extraction est effectuée avec un | -La durée d’extraction est longue.
par solvant chaud favorisant la | -Il consomme une grande quantité de
Soxhlet dissolution des composés recherchés. | solvant
-aucune filtration n’est nécessaire | -la température est tres élevée, ce qui
apres I’extraction (Luque de Castro | risque la thermodestruction (Penchev,
et Garcia-Nyoso, 1998) 2010)
Extraction | Elle évite les échauffements locaux | -les températures opératoires élevées
par des | et consomme une petite quantité de | peuvent mener a une dégradation des
solvants solvant (Reighar et olesik, 2006). solutés thermolabiles (Wang et
Waller, 2006).
Extraction | -Amélioration du rendement de | -Cette méthode ne permet pas de
assistée I’extraction (Goula, 2013). renouveler le solvant pendant le
par -consomme moins d’énergie que les | processus  d’extraction  (Penchev,
ultrason méthodes classiques 2010).
-elle  permet  I’extraction  de | -I’effet délétere de I’énergie ultrason
composes thermosensibles. sur les constituants actifs des plantes
-Augmente la perméabilité des parois | médicinales par la formation des
cellulaires et produit des cavitations | radicaux libres et par consequent des
(Handa, 2008). changements indésirables dans les
molécules médicamenteuses (Handa,
2008).
Extraction | la rapidité: les temps d’extraction | - La tempéature élevée de cette
assisté par | sont souvent de quelque minute | technique (100-150°C) pose des
micro- (Wang et Waller., 2006). problémes quand il s’agit de
onde - la réduction de consommation du | I’extraction des antioxydants

solvant (Grigonis et al., 2005).

(Reighar et olesik, 2006).




©

<)

Matériels et
Méthodes




CHAPIIRE I MATERIELS ET METHODES

I1.1-Echantillonnage

Les fruits de jujube Ziziphus jujuba éudiés proviennent de la région de Kherrata
située a la wilaya de Bgjaia. En septembre 2014, les fruits ont été récoltés au stade fina de
leur maturité par la promotrice Alioui-Zemouri. Pour éviter les réactions de dégradation et de
développement des moisissures, les échantillons de jujube ont été placés dans des boites
fermées et stockées dans un congélateur jusqu’a utilisation. Les échantillons de jujube a
étudier ont été dénoyautés, coupés en petits morceaux et réduit en patte a I’aide d’un broyeur.

Figure 14 : Lefruit de jujube séché (Siedentopp, 2008)
|1.2- Parametr es physico-chimiques
I1.2.1-Taux d’humidité

Afin d’exprimer les teneurs en composes phénoliques par rapport au poids sec, la
teneur en eau du fruit de jujube est déterminée. Le principe consiste a prendre une masse de
29 du broyat de la pulpe de jujube pesée dans une boite de Pétri et I’introduire dans I’étuve a
une température de 105°C pendant 24 heures (Gao et al., 2011).

Pour éviter toute reprise d’humidité, il convient de placer I’échantillon dans un

dessiccateur contenant larésine. Lateneur en eau est déterminée :

Humidité (%) = (P1 - P2)* 100/ (P1- P3)

P, : Poids initial de I’échantillon et de la boite de Pétri.
P, : Poids final de I’échantillon et de la boite de Pétri.
Ps: Poids de |a boite de Pétri vide.
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11.2.2-pH

Le pH du broyat de jujube a été déterminé a I’aide d’un pH metre qu’il faut tout
d’abord étalonner par une solution de pH =7 contenant du phosphate de potassium et du
phosphate de sodium et une solution tampon a pH=4 contenant du potassium, de I’hydrogene
et des phtalates. La solution atesté aété préparée selon laméthode suivante : 1g du broyat est
ajusté par I’eau distillée jusqu’a 20g puis agitation pendant 10 mn. Enfin, la sonde est

introduite dans la solution pour mesurer la valeur du pH apres stabilisation de I’afficheur.
[1.2.3-Aciditétitrable

L’acidité est déterminée en utilisant un pH-metre. La solution utilisée pour la
détermination du pH a été récupérée et subit une sonication pendant 3 mn, puis titrée par une
solution d’hydroxyde de sodium NaOH (0,1 %) jusqu’au pH de 8,1.

Les résultats sont exprimes en concentration d’acide citrique en g/100g selon la
méthode de (Wang et al., 2013).

C aide citrique = V(NaOH)* 52222 0.0691

1Oy

V(NaOH) : Volume du NaOH
C(NaOH) : Concentration du NaOH
Vacide : Volume de produit analysé

0,069: Facteur spécifique de I’acide citrique
[1.2.4- Indicerefractometrique (brix)

La méthode réfractométrique permet d’obtenir le pourcentage de la matiere séche
soluble en degré Brix. Il consiste a déposer une goutte de broyat sur le prisme du
réfractometre, puis tirer la valeur qui sépare entre la zone claire et la zone sombre (Wang et
al., 2013).
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I1.2.5-Couleur

La détermination de la couleur du broyat consiste a diluer 1g du broyat dans 5 ml
d’eau distillée, puis une agitation pendant 5 mn et filtration a I’aide d’un papier filtre.

L’absorbance est mesurée a 420 nm par balayage.
I1.2.6-Dosage des sucrestotaux

Les sucres simples, oligosaccharides, polysaccharides et |eurs dérivées réagissent avec

le phénol (5%) et I’acide sulfurique concentré en donnant une coloration jaune-orange.

La méthode utilisée est celle de (Xi et al., 2010), 0,01g du broyat est mélangé avec
50ml de I’eau distillée, puis une agitation. 500 pl de phénol (5%) et 2500 ul de I’acide
sulfurique sont gjoutés a 100 pl de I’extrait. Le mélangé est ensuite incubé a 95°C pendant
5mn. L’absorbance est mesurée a 480 nm. Les résultats sont exprimés en mg de glucose par
100g du broyat de jujube en se référant a la courbe d’étalonnage (Figure A Annexe 1) obtenue

dans les mémes conditions en utilisant le glucose.
I1.2.7-Dosage des protéines solubles

La teneur en protéines est déterminée par la méthode de Bradford (1976). Cette
méthode est basée sur e changement de la couleur du bleu de Coomassie apres sa liaison avec
les acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine et phénylalanine) et les résidus

hydrophobes des acides aminés présents dans les protéines.

L’extrait est préparé par 0,4 g du broyat de jujube mélangé avec 10 ml de I’éthanol
70%. Apres agitation pendant 24h a température ambiante, le mélange est centrifugé a 5000
tours pendant 15 mn et le surnageant est récupéré. Ensuit, 2,5 ml du réactif de Bradford sont
gjoutés a 200 ul de I’extrait. Aprés incubation de 5mn a I’obscurité, I’absorbance est mesurée
a595 nm.

Les résultats sont exprimés en mg de Sérum Albumine Bovine (BSA) par 100 g du

broyat de jujube en se référant a une courbe d’étalonnage (Figure B Annexel).
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I1.3- Optimisation des parametres d’extraction des composes phénoliques

Il existe plusieurs parameétres qui influencent I’extraction des composés phénoliques:
la méthode d’extraction, le choix du solvant, le volume du solvant, la dimension des

particules, le temps d’extraction, I’acidité, la température...etc.

Une macération agueuse est effectuée sur des fruits sec (jujube, figue,

datte et caroube) avec des solvants (acétone, éthanol, méthanol et I’eau distill é)

[1.3.1-Optimisation du volume de solvant d’extraction
Selon Bachirbey et al., (2013) et Benchick et louaileche, (2014), I’acétone est le
meilleur solvant pour I’extraction des composés phénolique a partir des fruits sec suivante :

figue, caroube, datte, jujube.

Une macération aqueuse est effectuée sur 0,6 g du broyat de fruit de jujube avec 20 ml
d’acétone (20%, 40%, 60%, 80% et 100%). Apres agitation pendant 10 mn a température
ambiante, les mélanges sont centrifugés a 3000 tours pendant 10 mn afin d’éliminer toutes les

particules solides. Les surnageant récuperés et filtrés constituent les extraits.
[1.3.2-Optimisation de la puissance ultrasonique

La méthode consiste a peser 0,6 g du broyat de jujube et le mélanger avec 20 ml de
solvant. Ces mélanges subissent une sonication a différentes puissances (20%, 40%, 60%,
80%, 100%) pendant 10 mn suivi d’une centrifugation a 3000 tr pendant 10 mn. les extraits

obtenus sont filtrés.
[1.3.3-Optimisation du temps d’extraction

0.6 g du broyat de jujube est mélangé avec 20ml de solvant. Le mélange a subit une
sonication par une variété du temps (5mn, 10mn, 15mn, 20mn, 25mn, 30mn, 40mn, 45mn).
Les mélanges obtenus sont introduits dans une centrifugeuse a 3000 tours pendant 10 mn. Les

surnageant récupérés et filtrés constituent les extraits.
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I'1.4-Dosage des antioxydants

[1.4.1- Dosage des composeés phénoliques totaux

Cette méthode utilise le réactif de Folin-Ciocalteu qui est un mélange de couleur jaune
constitué de deux acides, phosphotungstique (H3PW1,04) €t phosphomolybdique
(HsPMO12040). En milieu basique (carbonate de sodium), le réactif de Folin-Ciocateu est
réduit lors de I’oxydation des composes phénoliques, en un mélange d’oxydes bleus de

tungsténe et de molybdéne (Marian et Freidoon, 2004).

La teneur en composés phénoliques est déterminée selon le protocole de (Kumar et
al., 2011). 100 pl d’extrait est dilué avec 200ul de I’eau distillée puis, 1000 ul de réactif de
Folin-Ciocalteu (1/10) et 750 pl de carbonate de sodium NaCO;3(6%) sont ajoutés
respectivement. Apres, le mélange est incubé 90 mn a I’obscurité et I’intensité de la coloration
est proportionnelle a la quantité des acides phénoliques présents dans I’échantillon. Les

absorbances sont mesurées a 730 nm.

La concentration en composés phénoliques de I’extrait, exprimée en mg équivalent
d’acide gallique (E.A.G)/100g du broyat de jujube, est déterminée en se référant a la courbe
d’étalonnage (Figure C Annexe 1) obtenue dans les mémes conditions en utilisant I’acide

gdlique.

I1.4.2-Dosage des car oténoides

La teneur en caroténoide est déterminée selon la méthode de Lee et Castle, (2001).
L’extraction des caroténoides consiste a ajouter 20 ml du mélange (hexane : acétone : éthanol)
(2:1:1) alg du broyat de jujube. Aprés agitation pendant 30 mn a température ambiante, le
mélange est centrifugé a 4000 tours pendant 15 mn, la phase supérieure (phase hexanique) est

récupérée. L’absorbance est mesurée a 430 nm.

Les concentrations en caroténoides sont déterminées en se référant a une courbe
d’étalonnage (Figure D Annexe 1) réalisée dans les mémes conditions en utilisant le p-
carotéene comme standard, les résultats s’expriment en milligramme équivalent de f-
caroténe(E.8.C) par 100g du broyat de jujube.
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[1.5-Activité antioxydants

I1.5.1-Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette
technique est développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique
(Fe™) présent dans le ferricyanure de potassum (KsFe(CN)g) en fer ferreux (Fe™) en

présence d’un antioxydant qui a le pouvoir de céder des électrons (Chew et al., 2009)

Le pouvoir réducteur est estime selon la méthode de Gao et al., 2012. 200 ul d’extrait
est mélangé avec 500 pl de tampon phosphate (0,2M, 6,6) et 500 pl de ferricyanure de
potassium (1%). Le mélange est incubé a 50°C dans un bain marie pendant 20 mn, ensuite
I’ajout de 500 pl d’acide trichloracétique (TCA 10%). Aprés, récupération de 500 ul de
mélange, 500 pl de I’eau distillé et 100 ul de chlorure de fer (Fecls 0,1%) sont gjoutés, le

mélange est incubé a I’obscurité pendant 10 mn. Les absorbances sont mesurées a 700 nm.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique (E.A.G)/100g du broyat
dejujube en seréférant a la courbe d’étalonnage (Figure F Annexe 1) obtenue dans les mémes

conditions en utilisant I’acide gallique.

[1.5.2- Activite anti-radicalaire (DPPH)

Le diphénylpicryl-hydrazyl (DPPH) est un radica libre stable soluble dans le
méthanol. Dans ce test les antioxydants réduisent le (DPPH) ayant une couleur violette en un
compose jaune, l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des

antioxydants présents dans le milieu & donner des protons et éectrons (Kim et al., 2013).

L’activité antiradicalaire est mesurée selon la méthode de He et al., (2011. 2 ml de
DPPH et 100 pl de I’extrait sont mélangés puis incubés a I’obscurité pendant 30 mn. Les
absorbances sont mesurées a 517 nm. Les resultats sont exprimes en pourcentage d’inhibition
du radica DPPH selon laformule suivante :

Inhibition % = (ADbStemoin- ADSextrait / ADS temoin)* 100

0 ADSgyrait : Absorbance de I’extrait

0 ADSanoin : Absorbance du témoin
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I1.6-Analyse statistique

L es données représentent la moyenne de trois essais. La comparaison des résultats est
réalisée par I’analyse de la variance, ANOVA (STATISTICA 5.5) et le degreé de signification
des données est pris ala probabilité P < 0,05.Tous les résultats ont été exprimés en moyennes

+ écartypes a I’aide de Microsoft Excel 2010.

Xl
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CHAPITRE III RESULTATS ET DISCUSSION

[11.1- Parametres physico-chimiques

Les résultats de I’analyse physico-chimique du broyat de fruit de Zizphus jujuba sont

présentés dans le tableau N° V.

Tableau IV : Teneurs en caroténoides et parameétre physico-chimique de I’échantillon

de jujube analysé
Paramétres Teneurs

Humidité de fruit 31,37%

Humidité du broyat 49,96%

PH 4,49+0

Aciditétitrable 0,79+ 0 g/100g

Brix 51,5+ 0,71%

Couleur ( abs) 2,26 + 0,03nm

Sucre 12522,97 + 296,03 mg E

olucose/100g

Protéine 88,70+ 5,92 mg BSA/100g

Caroténoide 1,97+ 0,15 mg EBC/100g
[11.1.1- Humidité

L’ appréciation de la teneur en matiére seche repose sur la détermination du taux
d’humidité contenu dans I’échantillon a analyser. Lateneur en eau est définit comme étant la
perte de poids subit lors de la dessiccation, I’eau représente une source de dégradation des

polyphénols par le phénomeéne d’oxydation.

L’analyse du taux d’humidité au niveau de fruit de Ziziphus jujuba montre une
proportion de 31,37% + 0.87 et pour le broyat une proportion de 49,38% = 0.5 (Tableau V).
Ces résultats sont supérieur de ceux rapportés par Li et al., (2007a) qui ont obtenus des taux
d’humidité de fruit de 22,52% * 1.43 et ceux de Kim et al., (2013) qui ont rapporté une
teneur en eau de fruit de jujube de 36,56%. Par contre, les résultats de la présente étude sont
inférieurs de ceux rapportés par Wang et al., (2013), qui ont obtenu une teneur de 65,4%z0.6.

La variation de la teneur en eau peut étre attribuée au facteur interne de fruit, étape de

maturation et au facteur externe, température et I’ensoleillement.
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111.1.2- pH

La mesure du pH est I’un des parameétres les plus importants dans le contréle de la

gualité de toute denrée aimentaire.

La mesure du pH de I’échantillon étudié révele un pH acide avec une valeur de 4,49 +
0 (Tableau 1V). Cerésultat est trés proche de celui rapporté par Galindo et al., (2015) qui ont
obtenu une valeur de 4,39, et celui de Wang et al., (2012) qui ont rapporté une valeur de 4,63
+ 0.02. cependant ce résultat est inférieur a celui rapporté par Gao et al., (2011) ou la valeur
du pH est 6,1.1a différence de pH est du au climat et au type de sol (la richesse de sol en

minéraux )
[11.1.3- Aciditétitrable

L acidité est un parametre de qualité qui est liée a la stabilité des composés bioactifs

présents dans I’aliment.

La valeur de I’acidité titrable du broyat de jujube étudié est de 0,79 + 0,04 (Tableau
V), elle est supérieure a celle rapportée par Gao et al., (2011) qui ont obtenu une valeur de
0,37+ 0,04 et cellesde Wang et al., (2013) qui ont obtenu 0,46 + 0 ,01.

[11.1.4- Brix (indiceréfractométrique)

Le pourcent de brix du broyat de jujube est de 51,5% (Tableau 1V). D’aprés Wang et
al., (2013), le brix est de 27,9 + 0,1%, ce résultat se différe du pourcentage obtenu dans la
présente étude. Cela peut étre du a I’age de la plante et leur charges en fruits.

[11.1.5- Couleur

Lavaleur dela couleur du broyat de jujube est 2,25 + 0,028 (Tableau 1V). Cette valeur
est proche de celle de Kim et al., (2013) qui ont obtenu une valeur de 2,45 + 0,15.

[11.1.6- Sucrestotaux

Le fruit de Ziziphus jujuba est trés riche en sucre totaux (datte chinoise) avec une
teneur de 12,52 + 0.29 g de glucose/100g du broyat (Tableau 1V). Ce résultat est trés proche
de celui rapporté par Gao et al., (2011) qui a obtenu une teneur de 12,9 + 0,6 g/100g et
inférieur de celui rapporté par Li et al., (2007) qui est de 81,62 + 3,12 ¢g/100g. Ces variations

2y
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de la teneur en sucres totaux pourraient étre dues au stade de maturation du fruit et I’état de
conservation de ce fruit (seche ou frai), le fruit sec est trés riche en sucre. Ce dernier constitue
une source non negligeable de sucres qui fournissent des calories, Ceci a pousse a penser de

transformer ces fruits en plusieurs produits alimentaires notamment les confitures.
[11.1.7- Protéines

Dans la présente éude, le fruit de jujube a une teneur en proténe qui est de 88,70+
5,92 mg BSA/100g du broyat (Tableau 1V), ele est supérieure a celle rapporté par Li et al.,
(2007b) qui a obtenu une teneur de 5,01 £ 0,05 %. Cette différence est du au facteur
génétique de la plante et au facteur environnementaux: I’ensoleillement, I’humidite,

caractéristiques du sol ( Alexieva et al., 2001).
[11.2- Caroténoides

Les caroténoides sont des molécules lipophiles. Leur extraction exige I’utilisation de
deux phases. une phase apolaire pour solubiliser les caroténoides et une phase polaire pour

éliminer les molécules hydrophiles dont |es composés phénoliques.

Notre étude révele une teneur en caroténoides de 1,97+ 0,15 mg EBC/100g (Tableau
V), elle est supérieur a celle obtenue par San et Yildirim, (2010) qui est de 0,26 = 0,1 mg/
100g. La teneur en caroténoide qui est issu du métabolisme secondaire de la plante est du au
différentes facteurs : états de maturation, type de sol, les UV qui augmente I’accumulation des

produits secondaire de la plante (caroténoide et proanthocyanidines) ( Alexieva et al., 2001).
111.3-Optimisation d’extraction des composes phénoliques

L’extraction des biomolécules actives est influencée par plusieurs facteurs : type de
solvant, rapport solide/ liquide, intensité des fréquences ultrasoniques, temps d’extraction
température...etc., donc il est trés intéressant de passer par I’étape d’optimisation afin
d’obtenir les meilleurs taux de composés phénoliques avant de passer a I’étude de différentes

activités biologiques.
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[11.3.1- Optimisation de volume du solvant d’extraction (étapel)

[11.3.1.1- Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composeés phénoliques du broyat de jujube est significativement affectée
par le type du solvant (p < 0,05). Les résultats de dosage des polyphénols totaux des extraits
de I’acétone a différents concentrations (20%, 40%, 60%, 80% et 100%) sont présentés dans

lafigure N°14.
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Figurel5 : Teneurs en composés phénoliques des extraits obtenus par différentes

concentrations de I’acétone.

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p < 0,05).

Les barres vertical es représentent les écarts-types.

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits du broyat de jujube varient de 6035,38
mg EAG/100g du broyat (Acétone 100%) et 15620,03 mg EAG/100g (Acétone 20%).

L efficacité des solvants utilisés pour I’extraction des composés phénoliques a partir

du broyat de jujube présente I’ordre décroissant suivant :

Acétone 20%(15620,03 mg EAG/100g du broyat) = Acétone 40% (14161,04 mg EAG/100g
du broyat) > Acétone 60% (12436,64 mg EAG/100g du broyat) > Acétone 80% (10803,71 mg
EAG/100g du broyat) > Acétone 100% (6035,38 mg EAG/100g du broyat).

La teneur en composé phénolique obtenue par I’acétone pure est faible par rapport a
ceux obtenus par la dilution de I’acétone, ce qui traduit la faible solubilité des composés

phénoliques de jujube dans | es solvants purs (Benchikh et L ouaileche, 2014)
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L’ acétone a I’avantage de précipiter les protéines et d’extraire faiblement les sucres.
Les mélanges acétone/eau sont de bons solvants pour I’extraction des antioxydants polaires;
il semble qu’ils permettent la dissolution des complexes composés phénoliques-protéines
(Bachirbey et al., 2013).

Le taux d’extraction des composés phénoliques ne dépend pas seulement de la polarité

des solvants mais également de la polarité des composes phénoliques.

D’aprés Chaalal et al., (2012), I’acétone est le solvant adéquat pour extraire les
composées phénoliques a partir de figue de Barbarie et selon Benchikh et Louaileche,
(2014a), I’acétone 70% est le meilleur solvant pour I’extraction des composés phénoliques a

partir de caroube.

[11.3.1.2- Activité antioxydante

» Pouvoir réducteur

La capacité reductrice d’un composeé est considérée comme étant un indicateur de son
activité antioxydants (Yen et Chen, 1995)

Le pouvoir réducteur des extraits de I’acétone a différentes concentrations (20%, 40%,
60%, 80% et 100%) est présenté dans la figure N°16.
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Figure 16 : Pouvoir réducteur des extraits obtenus par différentes concentration de I’acétone.

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p < 0,05).
Les barres vertical es représentent les écarts-types.
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Les résultats du pouvoir réducteur présentent I’ordre décroissant suivant :

Acétone 20% (24,76 mg EAG/100g du broyat) > I’acétone 40%(18,04 mg EAG/100g du
broyat) > I’acétone 80% (9,48 mg EAG/100g du broyat) > I’acétone 60% (6,93 mg EAG/100g
du broyat) = I’acétone 100% (6,13 mg EAG/100g du broyat).

» Activitéantiradicalaire (DPPH)

La méthode a été exploitée dans cette étude afin de déterminer les pourcentages de
neutralisation du radical DPPH par les différents extraits, I’utilisation de cette méthode est
due sa simplicité, stabilité et reproductibilité (Benchikh et al., 2014b). La Figure N°17

présente les pourcentages d’inhibition des différents extraits.
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Figure 17 : Activité anti-radicalaire des extraits obtenus par différentes concentrations de

I’acétone.

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p < 0,05).
Les barres verticales représentent les écarts-types.

L activité anti-radicalaire des extraits de jujube analysée est élevée et présente une
différence non significative (p < 0,05) pour les extraits a I’acétone 20%, 40% et 60%
(50,99%, 53,36% et 52,63% respectivement). Par contre il y a une différence significative
pour I’acétone 80% (42,35%) et 100% (12,17%).

Le type de solvant et la polarité affectent le transfert d’électrons et d’atomes

d’hydrogene qui représente un aspect clé dans la mesure de I’activité antioxydante.
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L activité antiradicalaire dépend de la structure des composés phénoliques contribuant
a leur capacité de transfert d’électron/donneur d’hydrogéne (Williams et al., 1995) ;elle
pourrait également étre due aux effets synergiques entre diverses classes d’antioxydants
présents dans les extraits (composes phénoliques, flavonoides, tanins, caroténoides, etc.)

[11.3.1.3- Choix du solvant pour la deuxieme étape

L’acétone a 40% est sélectionnée comme solvant de choix pour I’extraction des

composes phénoliques pour les raisons suivantes :

Efficacité élevée d’extraction des polyphénols totaux (14161,04 mg EAG/100g du
broyat)

Capacité édevée de réduire le fer ferrigue en fer ferreux (18,04 mg EAG/100g du
broyat). Selon Shi et al., (2003), certains sucres (glucose et fructose) et acides aminés
peuvent modifier le pouvoir réducteur et agir comme antioxydant. C’est le cas de
I’acétone a 20%.

Activité antiradicalaire la plus élevée (53,36%)
[11.3.2- Optimisation de puissance ultrasonique (étape 2)

L’extraction assistée au ultrasons est une méthode efficace pour extraire les composés

organique des plantes notamment |es composés phénoliques totaux (Li et al., 2007b).
[11.3.2.1- Dosage des polyphénolstotaux

La teneur en composés phénoliques du broyat de jujube est significativement affectée
par les puissances ultrasoniques (p < 0,05). Les résultats de dosage des polyphénols totaux des
extraits a I’acétone 40% a différentes puissances ultrasoniques (20%, 40%, 60%, 80% et

100%) sont présentés dans la figure N°18.
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Figure 18: Teneurs en composés phénoliques des extraits obtenus par différentes puissances
ultrasoniques.

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p < 0,05).
Les barres vertical es représentent les écarts-types

Les teneurs en polyphénols totaux mesurés par la méthode du Folin-Ciocalteu des
extraits obtenus par différentes puissances ultrasoniques présentent I’ordre décroissant

suivant :

Puissance 100% (18209,62 mg EAG/100g du broyat) > Puissance 80% (17672,81 mg
EAG/100g du broyat) = Puissance 60% (17389,41 mg EAG/100g du broyat) > Puissance
20%(16549,70 mg EAG/100g du broyat) > Puissance40% (15077,22 mg EAG/100g du
broyat).Ces résultats montrent que la puissance ultrasonique idéale pour I’extraction des
composes phénoliques est 1a puissance 100% (18209,62 mg EAG/100g du broyat de fruit de
jujube). Ce qui montre que I’augmentation des ultrasons permet I’augmentation de rendement
d’extraction. Cela est di aux cavitations produites par des ondes sonores dans un milieu
liquide dont les effets sonochimiques se traduisent entre autres par des améliorations de

rendement notamment I’extraction des polyphénols totaux (Xu et al., 2013).

Les cavitation générées par les ultrasons désorganisent la structure des parois
cellulaires et produisent I’accélération de la diffusion (la pénétration de solvant dans la
matrice échantillon, augmentant |a surface de contact entre la phase solide et liquide ,a travers
la membrane, la lyse des cellules et donc la libération de contenus cellulaire (Rajael et al.,
2010).
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D’aprés Fooladi et al., (2007), la grande teneur en composés phénoliques de I’extrait
jujube est obtenue pour la puissance ultrasonique 96%. Ce qui confirme que I’amplitude
favorise le transfert de masse et libération des polyphénols totaux. Selon Chavan et Singhal,
(2013), c’est I’amplitude 30% qui donne une valeur maximum de polyphénols totaux (362,59

mg EAG/g de I’échantillon) a partir d’Areca catechu L.
[11.3.2.2- Activité antioxydants et anti- radicalaire
» Pouvoir réducteur

Les résultats de pouvoir réducteur des extraits obtenus sous différentes puissance ultrasonique
(20%, 40%, 60%, 80% et 100%) sont présentés dans lafigure N°19.
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Figure 19: Pouvoir réducteur des extraits obtenus par différentes puissances ultrasoniques.

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p < 0,05).
Les barres vertical es représentent les écarts-types.

L’etude statistiqgue montre que les puissances ultrasoniques 100% et 60% donnent un
meilleur pouvoir réducteur (18,86 mg EAG/100g ; 15,14 mg EAG/100g, respectivement) avec
une différence non significative, suivi des amplitudes 20% (14,05 mg EAG/100g), 80% (8,05
mg EAG/100g) et 40% (6,03 mg EAG/100g) (Dangles, 2006).
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> Activitéanti-radicalaire

Lafigure 20 représente les pourcentages d’inhibition du radical DPPH des extraits
obtenus par différentes puissances ultrasoniques (20%, 40%, 60%, 80% et 100%)
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Figure20 : Activité anti-radicalaire des extraits obtenus par différentes puissances

ultrasoniques.

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p < 0,05).
Les barres verticales représentent les écarts-types.

L’étude statistique montre une meilleure activité anti-radicalaire de Ziziphus jujuba
pour I’amplitude 100% (66,91%) suivi des amplitudes 40% (61,36 %), 60% (60,59%), 80%
(59,17%) qui présentent une différence non significative et de I’amplitude 20% (57,82%).

[11.3.2.3- Choix dela puissance pour latroisiéme étape
La puissance ultrasonique 100% est sé ectionnée pour les raisons suivantes :

Meilleur rendement d’extraction des polyphénols totaux (18209,62 mg EAG/100g du
broyat).
Capecité élevée de réduire le fer ferrique en fer ferreux.

Activité anti-radicalaire é evée 66,91%.

39
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[11.3.3- Optimisation du temps d’extraction (étape3)

Le temps d’extraction est un autre paramétre qui influence le rendement
d’extraction des polyphénols totaux ce qui le considére comme un facteur d’optimisation (L ee
et al., 2005).

[11.3.3.1-Dosage des polyphénol s totaux

Lafigure N°21 présente les teneurs en composés phénolique exprimés en mg EAG/100g
du broyat en fonction des différents temps de sonication a I’amplitude 100%.
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Figure 21 : Teneurs en composes phénolique des extraits obtenus a différents temps

d’extraction.

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p < 0,05).
Les barres verticales représentent les écarts-types.

Selon les résultats obtenus, I’augmentation de la durée d’extraction de 5 a 45 mn est
accompagné par une élévation de la teneur en polyphénols totaux del6555, 70 mg EAG/100g
a21857,84 mg EAG/100g du broyat de Ziz phus jujuba.

L’efficacité du temps d’extraction mené a donner les valeurs suivantes :

40 mn (21880,34 mg EAG/100g du broyat) = 45mn (21857,84 mg EAG/100g du broyat) >
25 mn (20088,46 mg EAG/100g du broyat) > 30 mn (19856,04 mg EAG/100g du broyat) >
20mn (18912,87 mg EAG/100g du broyat) > 15mn (18888,88 mg EAG/100g du broyat) >
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10mn (17732,79 mg EAG/100g du broyat) > 5mn (16555,70 mg EAG/100g du broyat). Donc

le temps représente un facteur favorable pour I’extraction ultrasonique (Han et al., 2011).

Selon Liyana-Pathirana et Shahidi, (2005), Le temps optimal pour |'extraction des
polyphénols totaux a partir des grains de blé dur et mou est une heure et selon Nepote et al.,
(2005) 10mn est le temps optimal pour |'extraction des composés phénoliques a partir de la
peau darachide. D’apres ces résultats I’optimisation du temps d’extraction difféere d’une

matrice végétale a I’autre.

Le taux des composés phénoliques obtenus dans la présente étude est de 21880,34 mg
EAG/100g du broyat de Zizphus jujuba (Figure 20), ce résultat est supérieur a celui rapporté
par Zhao et al.,(2015) qui est de1298.9 mg EAG/100g du broyat. Cette différence peut étre

due aux parametres optimisés et au stade de maturation du fruit.
[11.3.3.2-Activité antioxydants et anti-radicalaire
> Pouvoir réducteur

Les résultats de pouvoir réducteur des extraits obtenus au cours du temps (5mn,

10mn, 15mn, 20mn, 25mn, 30mn, 40mn et 45mn) sont présentés dans la figure N°22.
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Figure 22 : Pouvoir réducteur des extraits obtenus a différents temps d’extraction.

Les valeurs portant les mémes | ettres ne présentent aucune différence significative (p < 0,05). Les barres
verticales représentent |es écarts-types.
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Selon les résultats obtenus, le plus grand pouvoir réducteur est obtenu aprés 40 mn
(29,81 mg EAG/100g du broyat) de sonication suivi de celui de 45 mn (25,83 mg EAG/100g
du broyat), 30mn (21,04 mg EAG/100g du broyat), 25mn (11,61 mg EAG/100g du broyat) et
10mn (12,27 mg EAG/100g du broyat), ces valeurs ne différent pas significativement et les
temps 5mn, 15mn et 20mn présentent les pouvoirs ; 9,67 mg, 7,84 mg et 4,67 mg EAG/100g
du broyat, respectivement.

La capacité de réduire le fer ferrique en fer ferreux augmente avec I’augmentation du
temps d’extraction des polyphénols totaux de 5mn (9,67 mg EAG/100g du broyat) jusqu’au
40mn (29,81 mg EAG/100g du broyat)

» Activité anti-radicalaire DPPH

La figure N° 23 représente les pourcentages de neutraisation de radica DPPH des

extraits de fruit de jujube en fonction du temps.
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Figure 23 : Activité anti-radicalaire des extraits obtenus a différents temps d’extraction.

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05).
Les barres vertical es représentent les écarts-types.

L’étude statistique de I’activité anti-radicalaire des extraits montre I’ordre décroissant

suivant :

40mn (77,17%) = 25mn (75,50%) > 20mn (71,31%) > 30mn (68,83%) = 5mn (68,24%)
>15mn (57,66%) = 10mn (55,25%) = 45mn (55,25%).
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La diminution de I’activité antioxydante (pouvoir réducteur et activité anti-radicalaire)
pour la durée 45mn est due a la décomposition des composés phénoliques. Donc un temps

prolongeé d’extraction détruit la structure chimique des polyphénols (Bachirbey et al., 2013).

Les résultats obtenus dans la présente étude (77,17%) sont inférieurs a ceux rapportés

par Kim et al., (2013),qui ont obtenus (89,42%) pour le jujube noir.
[11.3.3.3- Choix du temps d’extraction

Le choix du temps 40mn est sélectionné pour les raisons suivantes :

Meilleur rendement d’extraction des composés phénoliques (21880,34 mg EAG/100g
du broyat).

Efficacité deréduire le fer ferrique en fer ferreux (29,81 mg EAG/100g du broyat).
Activité antiradicalaire élevée (77,17%).

D’aprés notre étude, I’optimisation du solvant d’extraction (acétone 40%) et des
ultrasons (100%) révéle une évolution de taux des polyphénols totaux de 28,58%, une
évolution de 4,37% pour le pouvoir reducteur et une évolution de 26,42% de I’activité
anti-radical DPPH. L’optimisation du temps d’extraction des polyphénols révéle une
augmentation de taux des polyphénols totaux de 20,15%, pouvoir réducteur de 58,05% et
activité anti-radical DPPH de 15,28%.
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Conclusion

L’objectif de ce travail est la realisation de quelques analyses physico-chimique
(Humidité, pH, acidité, brix, teneurs en sucres totaux et teneurs en protéines totaux) et
I’optimisation des conditions d’extraction des polyphénols a savoir le type du solvant (acétone
20%, 40%, 60%, 80% et 100%),, |a puissance ultrasonique (20%, 40%, 60%, 80% et 100%) et
le temps d’extraction (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 et 45mn) a partir du fruit de
jujube « Ziziphus jujuba » par la détermination de la teneur en composés phénolique et
I’évaluation de leur activité antioxydante (pouvoir réducteur et activité anti-radical DPPH). Le
degré de signification des données est pris alaprobabilité P < 0,05.

Les analyses physico-chimiques effectuées sur le fruit de Ziziphus jujuba montre sa
richesse en sucres (12522,97 + 296,03 mg/100g du broyat), protéines (88,70 + 5,92 mg
BSA/100g du broyat) et pH acide de ce fruit (4,49 + 0). La teneur en caroténoides du broyat
est 1,97+ 0,15 mg EBC/100g du broyat).

D’apres notre étude, I’optimisation du solvant d’extraction (acétone 40%) et la
puissance ultrasonique (I’amplitude 100%) révele une évolution des taux des polyphénols
totaux de 28,58%, une évolution de 4,37% pour le pouvoir réducteur et une évolution de
26,42% de I’activité anti-radical DPPH. L’optimisation du temps (40mn) d’extraction des
polyphénols révéle une augmentation de taux des polyphénols totaux de 20,15%, du pouvoir
réducteur de 58,05% et de I’activité anti-radical DPPH de 15,28%.

Les facteurs optimisés (acétone 40%, puissance ultrasonique 100% et temps
d’extraction de 40 mn) ont permis d’obtenir un rendement d’extraction des polyphénols
totaux (21880,34 mg EAG/100g du broyat) un pouvoir réducteur de 29,81 mg EAG/100g du
broyat, et une activité anti-radicalaire DPPH de 77,17%).

Pour compléter ces résultats il est intéressant d’ :

» Optimiser d’autres parametres influencant le taux d’extraction des polyphénols

» Utiliser des techniques d’analyses plus performantes telles que la HPLC et la
RMN afin d’identifier la composition des extraits.

» Elargir I’échantillonnage et analyser I’effet de I’origine géographique sur la

composition en antioxydants et sur leur activité biologique.
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FigureB : courbe d’étalonnage des protéines

0,3 -+
y =0,2472x
£ 0,25 R?=0,9975
&
® 0,2
G
8 0,15
g
= 0,1
3
o]
< 0,05
0 T T 1
0 0,5 1 1,5
Acide gallique mg/ml

Figure C : Courbe d’étalonnage des composés phénoliques totaux
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Figure E : Courbe d’étalonnage du pouvoir réducteur
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Résumé

Le fruit de Ziziphus jujuba est trés riche en composés phénoliques et présente une
activité antioxydante élevé. L’objectif de ce travail est la réalisation de quelques parameétres
physico-chimiques et I’optimisation des conditions d’extraction des polyphénols a différentes
concentration d’acétone (20%, 40%, 60%, 80% et 100%), la puissance ultrasonique(20%,
40%, 60%, 80% et 100%) et le temps d’extraction(5, 10,15, 20, 25, 30, 40 et 45mn). Lateneur
en composés phénoliques est déterminée selon la méthode de Folin-Ciocalteu et leur activité
antioxydante est déterminée par la mesure de I’activité anti-radical DPPH et le pouvoir
réducteur. Les meilleures conditions obtenues pour I’extraction des polyphénols sont: le
solvant acétone 40%, la puissance ultrasonique 100% pendant un temps d’extraction de 40 mn
permettent d’avoir une teneur en polyphénols de 21880,34 mg EAG/100g du broyat, un
pouvoir réducteur de 29,81mg EAG/100 g du broyat et une activité anti-radical DPPH de
77,17%.

Mots clés: Ziziphus jujuba, optimisation, composes phénoliques, ultrason, activité
antioxydante.

Abstract

Ziziphus jujuba fruit is very rich in phenolic contents and present a high antioxydant
activity. The am of this stady is reaization of some physico-chemical parameters and
optimization of extraction conditions of total phenolic compounds from jujube fruit with
diferents acetone concentration (20%, 40%, 60%, 80% and 100%), ultrasonic power (20%,
40%, 60%, 80% and 100%) and time of extraction (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 and 45 mn). The
content of phenolic compounds is given according to the method of Folin-Ciocalteu and the
antioxydant activity is determined by the measurement of free radical-scavenging (DPPH) and
reducing power. The best condition were obtained with acetone 40%, ultrasonic power 100%
at 40 mn, these condition resulted in total phenolic content concentration of 21880,34 mg
EAG/100g, reducing power 29,81 mg EAG/100G of the broyat and free radical-scavenging
activity 77,17%.
Keywords: Ziziphus jujuba, optimization, phenolic compounds, ultrasonic, antioxydant
activity
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