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Glossaire

ADN gyrase: une protéine qui appartient a la classe des ADPbd isomérases de
classe Il. Cette enzyme est essentielle au dévetoppt des bactéries

Adipocyte : est un type de cellule qui permet de stockegtassses, ou triglycérides,
elle se retrouve dans les tissus adipeux du corps.

Aglycone :estune partie non glucidique entrant dans la commsiiun hétéroside.
Alcaloides : substance d’origine végétale toxique, thérapeatigyant les propriétés
des alcalis.

Allelopathie : est I'ensemble de plusieurs interactions biochuegy directes ou
indirectes positives ou négatives, d’une planteusigr autre (micro-organismes inclus)
au moyen le plus souvent de métabolite secondaire.

Antagoniste : Substance se fixant sur les mémes récepteurslateBl qu'une
substance de référence, en empéchant celle-ciodieiipe tout ou partie de ses effets
habituels.

Anthocyane : pigments naturels pouvant aller du bleu vers lgeosont présents dans
les feuilles, pétales, fruits, connues pour letetefntioxydants.

Arbuste : plante ligneuse vivace ne dépasse pas 10m deuhaldst le tronc n’est
pas ramifié dés la base.

Basophile: sont des éléments figurés comme les polynucléairgai se
colorent préférentiellement par utilisation de tdadont la base est un colorant.
Biodisponibilité : la mesure de la vitesse d'absorption et de kss#@ d’adsorption et
de la quantité de médicament absorbé.

Biotransformation : désigne l'ensemble des mécanismes métabolicarelegguels
un polluant est chimiquement modifié et généraldrdégradé par un organisme.
Caroténoides : des pigments liposolubles pouvant présenter umngegnp orange a
jaune. Naturellement produits par les végétaue®tclanobactéries, ils participent a
la photosynthéese.

Catéchine: Composeé extrait des plantes ligneuses, ou il jeuéle de précurseur des
tanins.

Chalcone: est un composé aromatique naturellement systhgiar de nombreuses
plantes.

Chélation : est le procede par lequel une substance orgasiglie a des minéraux

ou des métaux ionisés.



Composés aromatiques sont des molécules dont les atomes de structyague
et plane généralement stable.

Corolle : la seconde enveloppe d'une fleur généralemenposge d’organes colorés
semblables a ses feuilles.

Cosmopolite : un organisme cosmopolite se dit d’'une espece a&kgéu animale, a
distribution géographique tres vaste et répandus daasiment le monde entier.
Cyrano-génétique : en chimie, relative au cyanogene,et a la fabooati’acide
cyanhydrique a partir du noyau de certaines graines

Dietéetique : la science de l'alimentation équilibrée.

Dicotylédone :plante angiosperme dont la graine possede deybédons.

Etamine : est I'organe male de la reproduction chez les taté supérieurs ou
angiosperme.

Glucosinolates :sont des composés organiques qui ont des molégulgsossedant
des propriétés antibactérienne, antioxydante,argifjue, anti cancérigene.

Herpes: est une infection de la peau ou des muqueusegjide virale, et entrainant
I'apparition de lésions.

Hespéridine: c’est un flavonoide naturel contenu dans le filavd'orange et utilisé
pour le traitement de la fragilité des capillaiseamguins.

Hétéroside: sont des molécules nées de la condensation dne $ose alors qualifié
de aglycone) et d'une substance non glucidiqueeféepaglycone ou génine). Ces
deux éléments sont réunis par une liaison dit gligtique.

Intégrase rétrovirale : est une enzyme produit par les rétrovirus peitimeé€gration
de leur matériel génétique convertie en ADN a éirgur du génome de la cellule
hote.

LDL cholestérol: Lipoprotéines de Faible Densité.

Isothiocyanates :utilisé pour la détermination des protéines.

Leucotriene : composé dérivant d'un acide gras polyinsaturéniehant dans le
métabolisme.

Lignanes :sont des composés phénoliques formés de deusumdgolignols.
Phyto-cestrogénes sont des nutriments d’origine végétale de stmect non
stéroidienne, ils sont divisés en trois catégoriesflavones, les lignanes, les

coumestanes.



Lipogenése :désigne I'ensemble des processus biochimiqueseptamh la synthese
des lipides en général et des acides gras enydaatic

Mastocyte : est une cellule que l'on trouve principalement rweau des tissus
conjonctifs ainsi que sur les muqueuses et darsslésurganes.

Mésophile: organisme dont la croissance est optimale saastempérature compris
entre 20 et 45°C.

Microflore colique : est I'ensemble des micro-
organismes (archées, bactéries, protistes) qudsednt dans le tube digestif.

Mucus : est une substance épaisse et visqueuse sécrétées pauqueuses et les
cellules glandulaires, qu'elle humidifie et protege

Mycose :est une maladie due a un champignon ou a desleparasites.

Myricetine : est un composé organique de la famille des flalmaturellement
présent dans de nombreux types de végétaux.

Nobilétine : est un composé de la famille des flavones. @k précisément une
flavone O-méthyle que I'on trouve dans I'écorcefdets de la famille citrus.
Orchidées :plante ornementale de la famille des orchidacées.

Pélargoniums :plante herbacée vivace a fleurs régulieres ditdyjee

Peroxydation : Réaction chimique consistant a porter un atomeirga molécule au
plus haut degré possible d'oxydation.

Pétale :est une piéce florale qui entoure le systéme tepteur des fleurs.
Phéromone :sont des substances chimiques comparables aux hesnémises par la
plupart des animaux, et certains végétaux et ggsagt comme des messagers entre
les individus d’'une méme espeéce.

Phytopathogénes :sont des organismes susceptibles d’infecter lgetaéx et d'y
déclencher des maladies.

Phytostérols : sont des substances dorigine végétale, qui nevgmtupas étre
synthétisées ni par ’lhomme ni par animaux, ilsm structure chimique proche du
cholestérol.

Saponines :sont des molécules naturellement produites pavéggtaux et animaux
gqui moussent abondamment lorsqu’on les agite da@salution.

Sépale :est I'un des éléments foliacés généralement veltservés a la base de la
corolle, sous les pétales. L’ensemble des sépalpwfle calice de la fleur.



Stilbénes :ce sont des polyphénols naturels présents dansrdbreuses familles de
plantes supérieures.

Ruténoside: est un hétéroside dérivé du rutinose, un sucre.

Quercetine: un flavonoide de type flavonol présent chez pdantes comme
métabolite secondaire.

Rétrovirus : est un virus dont la multiplication repose sutrnscription de I'ARN
en ADN, a la différence des autres virus, qui fertontraire.

Synergie:  Association de  plusieurs  organes  pour l'accaapinent
d'une fonction physiologique.

Tanins: sont des métabolites secondaires de certainsteglasupérieures ils se
retrouvent dans toutes les parties du végétalegeulgds de nature phénolique, elles
protegent les plantes de l'infestation par certpmssites.

Transcriptase inverse: est une enzyme qui permet de convertir TARNAEN.
Vasodilatateurs: substance qui accroit le diametre des vaisssanuguins.
Veintonique : appartiennent a la plupart a la famille des flaides ils agiraient en

augmentant la tonicité des parois veineuses.



Laste des abréviations

AMPc : Adénosine MonoPhosphate cyclique
ATCC : Américain Type Culture Collection
BHT : Hydroxy Toluéne Butyle

CCM : Chromatographie Couche Mince

DO : Densité Optique

ET : Ecart Type

gp-120 : glycoprotéine

HIV : Virus de I'lmmunodéficience humaine
H : Humidité

HPL C : Chromatographie Liquide a Haute Performance
Kv : kilovolt

LDL : Lipoprotéine de Faible Densité

MEB : Microscope Electronique a Balayage
MS: Matiere Seche

P : Pyracantha

TR : Temps de Rétention
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Introduction générale

La médecine moderne et surtout la thérapie chimiptésente un risque contre
'équilibre de la santé de 'homme, du fait de s#fets secondaires induisant d’autres
maladies.

Par conséquent, 'lhomme a souvent eu recours &decime traditionnelle qui présente
généralement moins de toxicité, moins de contreatidns et peu de risques de surdosage.

Ladite discipline est basée sur I'utilisation déenpes medicinales et de leurs substances
actives (Svoboda, 2000).

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (O.M.[8),médecine traditionnelle se
définit comme I'ensemble de toutes les connaissameatiques explicables ou non pour
diagnostiquer ou éliminer un déséquilibre physiquemental en s’appuyant exclusivement
sur I'expérience vécue et I'observation, transmegeénération a d’autres (Bourgaudilet
2001 ; Kar, 2007).

En effet, discernant parmi toutes les traditioresett recettes de bonnes femmes », le
véritable usage des plantes, la persévérance elailvoyance de certains herboristes et
chimistes ont revalorise cet inestimable patrim@ngquel se sont intégrées les connaissances

de la biologie moderne (Lucienne, 2013).

Les plantes sont capables de produire une granaesdé de produits ne participant
pas a leur métabolisme de base, mais représentatdt ples produits du métabolisme
secondaire.

En effet, les métabolites secondaires font et fésdget de nombreuses recherches in
vivo comme in vitro, notamment la recherche desveaux constituants naturels tels les
composés phénoliques, les saponosides et les ksadestielles (Hmidi, 2013)

Parmi ces composeés, les polyphénols représententiés groupes les plus importants
du fait de leurs faible toxicité et de nombreux rdeges biologiques, notamment
thérapeutiques, pharmaceutiques, cosmeétologiquasrentaires.

Les flavonoides constituent un groupe des prochatsrels appartenant a la famille
des polyphénols, largement représentés dans la-tpt@i#é des plantes, faisant partie
intégrante de notre nourriture quotidienne (AtiK02). lls possedent potentiellement des
activités biologiques, anti- inflammatoires, ardincérigénes, antimicrobiennes et anti-
oxydantes.

L’Algérie posséde de nombreuses especes constifilerbses et arbustes. La majorité
de celles-ci ne sont pas mises en valeur suiteaujefforts consacrés au développement des

agents thérapeutiques.



Introduction générale

Pyracantha coccinea est une espéce qui appartient a la famille de éaesaultivée
dans les jardins comme plante ornementale depfiis da XVI° siecle.

Des études ont montré que l'espé&dgacantha coccinea peut étre utilisée comme
agent multifonctionnels, pour le traitement du étgbdu type Il, la maladie d’Alzheimer, et

soin de la peau (Cengiz ,2016).

L’objectif principal de ce travail est d’étudier lpossibilité de séchage de fruit
Pyracantha coccinea par deux modes de séchage (air chaud a deux tenmesra 65 et a
75°C et air libre toute en évaluant certaines pébps biochimiques (teneurs en sucres,
dosage des polyphénols totaux, fractionnementetitiiication des flavonoides), biologiques
(activité antimicrobienne) des poudres obtenues.

Ce travail est subdivisé en trois parties :

La premiére partie comprend trois chapitres tréstapspectivement des généralités
sur la plantePyracantha coccinea, les composés phénoliques et cinétiques et procgelés
séchage.

La deuxieme partie est consacrée a I'étude expatateequi regroupe les différentes
méthodes ainsi que le matériel utilisé.

Enfin, la derniére partie, rapporte les résultabdeous suivi par une discussion

finalisée par une conclusion générale.
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l.1. Déscription de la famille des rosacées

Les rosacées sont composeées d’environ 85 gengdetespeces.

Elles font parties de la famille des plantes dilgmtones, composées des herbes, des arbustes
ou des arbres. Elles peuvent Parfois étre épinggsesent di a leur composés cyano-
génétiques, épines typiquement simples ou étodésip en aiguillons (Walter, 2002).

Ces rosiers se développent dans nos jardingnstld nature (Brosse, 2005).

Cette famille est cosmopolite, cependant sa reptagon est plus importante dans

I’hémisphére nord.
Cette derniere peut présenter deux types de dangers

» Danger physique: plusieurs especes possedent degséparticulierement
dangereuses surtout les buissons ardents.

» Danger de toxicité : de nombreuses rosacees sigghetdes hétérosides cyano-
génétiques, c'est-a-dire des molécules qui s’hydeoit par une enzyme
spécifiqgue, donnant des sucres, et de l'acide gyijue connu comme poison
violent (Reynoud, 2002).

Le genre Pyracantha est compris dans la famideragacées, il est composé d’environ

10 especes qui sont

P. coccinea,;

P. angustifolia;

P.atalantoides;

P.crenatoserrata,

P. crenulata;

P. koidzumii;

P. rogersiana;

P.fortuneana,

P.dansiflora;

P.inermis(Steveet al.,2011)

Dans la présente étude nous nous sommes intéeebstigle de I'espécyracantha
coccinea.
|.2.Etymologie

Pyracantha coccinegient du grec « pyros » qui signifie le feu etratba « I'épine »

en raison de ces épines acérées.
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1.3. Classification systématique

La classification d€yracantha coccine@wikipédia, 2009).
Régne :Plantae

Sous régne Tracheobionta

Division : Mgnoliophyta
Sous classe Mgnoliopsida
Ordre : Rosales
Famille : Rosaceae
Sous famille: Maloideae
Genre: Pyracantha

Espéce Pyracantha coccinea

|.4.Description morphologique

Pyracantha coccinedFigure 1) est un arbuste épineux, de port buissain(plus au
moins chaotique), il se dresse sur un tronc randiéig la base, il peut atteindre des hauteurs
allant de 3 a 4 métres, voire plus.

Les rameaux de cet arbuste se caractérisent piandees épines noires. De petites
feuilles caciaces, de 2 a 5 cm de longueur et de2lcm de largeur, avec persistances de
forme lancéolée et aux bords plus ou moins crénEléss arborent une couleur vert fonceé et
luisante sur la face supérieure avec une coulepeurplus claire sur la face intérieure.

Les petites fleures blanches sont disposées epeagaplles sont régulieres a symétrie
rayonnée et pentameres (pieces florales 5) réenialorescence.

Les fruits ronds de 5 a 6 mm de diameétre qui suppbrdes conditions climatiques
séveres (froid et chaleur). Cette résistance atribbne longue durée de récolte qui s’étale

jusqu’a la fin de I'hiver(Virginia, 2010).
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c)
Figure 01: Les differente parties de la planPyracantha coccineaultivée a Boumerd
a) Arbuste entier , | Rameaux epineux , c) Fruit, d)ere:

La corolle esfformée de 5 pétales libres, le ca est composéle 5 sépales verts
persistants soudés a I'ovaire.

Les étamines somtes nombreuses entre 10 e, elles ont des filets libres et de peti
anthéres qui s’ouvrent par des fentes longituds (Figure 2).

Axe de la tige
5 Sépales
— 5 pétale
5 carpelles _
. — 10 étamines
5 ovaire —_—
Bractée

Figure 02 : Diagramme florale de fruRyracantha coccine

(Wikipédia, 2006)
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|.4.Répartition géographique

L’espéce Pyracantha coccinegoousse dans différentes variétés de sol (humide,
profond et drainé). La dite espéce tolere égalertssnterres pauvres de nature calciques et
séches. Bien que la plupart des références indiguencette espéce préfere des sols a forte
teneur en calcium (Roclet al. , 1998).

Comme de nombreuses especes, la dite espéceeptéfaimat tempéré chaud
(méditerrané) a refroidit et les climats subtropicaLes espéces pyracantha envahissent les
montagnes de Huachuca de I'Arizona, zone connue@rmaipluviométrie annuelle de 371mm
avec environ 10% de précipitation hivernales, rah\qu’'une courte durée de neige (Xiwen
et Walker, 1986).

Spécialement a Hawaii, les especes de Pyracantlahissent aussi les foréts humides
et les zones ouvertes entre 3000 et 5000 piedesaus de niveau de la mer. Elles forment
des foréts denses qui excluent d’autres plantefgitide leurs épines rendant I'acces difficile
(Pier, 2007).

En Californie, elles sont généralement trouvéess dtes sites perturbés, le long des
routes, et aux extrémités des zones riverainesericigmt, il existe de nouvelles introductions
réussies en quantités limitées, en particulier demzones qui ne disposent pas d’'un climat
frais et humide (Cal-Ipc, 2006).

En FrancePyracantha coccineae développe dans un climat méditerranéen qui est
subhumide a humide et frais a hiver froid (Villawbsl .,2010).

Villabos et ses collaborateurs (2010) ont constpté la perturbation du sol et la
dégradation de la couverture végétale sont diascallure dePyracantha coccinedans la
région de Montpellier, malgré la pression des pgofes et le taux de germination éleveé. Pour
expliquer ce phénomene, ils ont opté pour I'hyps¢heuivante :

Pyracantha coccineaavait échouée a devenir abondante dans les éenmst
méditerranés suit a son incapacité a germer jusntau pendant I'été, alors que les autres
especes ligneuses indigénes sont bien adaptéelsnai chaud et sec par I'évolution des
graines qui survivent en dormance durant I'été.

Pyracantha coccinea été naturalisée en Norvege, Japon, Hongrie, dGBaetagne,
Autriche, Afrique du Sud, les Etats Unis et au CGEngCatlinge et Oldham 2010 ;
Nesom2010 ; Usda2010) et répertorie en Afrique dd S&omme une plante de végétation

indigéne et paturage (gazon) qui contamine lesgsaet bloque I'acces (Weks al,, 1986).
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|.6.Utilisation de la plante Pyracantha coccinea

D’aprés les travaux réaliser par Cengiz (20P§yacantha coccineast considérer
comme une plante médicinale suite a son utilisatmmme agent multifonctionnelle pour le
traitement de diabéte de type Il, maladie d’Alzheirat soin de la peau. D’autre recherche au
cour de réalisation on signalé 'absence d’'intoxécaou de mal alaise chez des rats aprés
ingestion de fruit, ils ont remarquer une hypochtdmlémie et une baisse de la tension

artérielle.
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Il. 1 Les composeés phénoliques
11.1.1 Définition

Les polyphénols sont des molécules synthétiséasdormétabolisme secondaire des
végetaux. Ces molécules constituent le groupe iteijer le plus important dans le regne
veégetal. Les différentes parties de la plante mis#edes quantités en polyphénols variables
selon I'espéece végétale et le groupe phénoliqusidére.

Généralement, les polyphénols sont des composésqeies aromatiques contenant
au moins un noyau aromatique, et un ou plusieuvosipgs hydroxyles en plus d’autres
constituants (Bamforth, 2000). lls peuvent aller rdelécules simples, comme les acides
phénoliques a des composés hautement polymérisés,

Selon cette définition, nous pouvons dire que lelpghénols sont des composés
phénoliques hydrosolubles, de poids moléculairemmrentre 500 et 3000 Dalton, comme
les tannins (Hagerman &k, 1998, Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Ces métabolites sont doués de plusieurs fonctimtégeant la plante a savoir :

» Défense contre les pathogenes; principalement leisissures et les bactéries
phytopathogenes.

> Dissuasion alimentaire, on parle du phénoméne élibgdhthie qui caractérise
certaines plantes qui émettant des substancesairthia croissance des autres
plantes.

> Attraction des pollinisateurs: les couleurs, maissa les odeurs attirent les
insectes. Exemple : certaines orchidées synthéti=nphéromones sexuelles qui
sont des substances volatiles émises par les @sséeinelles pour attirer les
males.

> Protection contre les rayonnements UV.

»  Précipitation des alcaloides, la gélatine et aumedéines(Dangleset al.,

1992, Hagermast al.,1998 ; Sarni-Manchado et Cheyni2006).

» Molécules responsables des arébmes et parfums detepl Certains arbmes
servent principalement a repousser les herbivorestra d’exemple : les
polyphénols des pélargoniums (Druyne, 1999, Sdhetsal. 2000, Yi-caiet al.
2000 ; Sasaki et Takhashi, 2002).
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I1.1.2.Classification
Les polyphénols sont répartit en plusieurs classes
» Les flavonoides
* Lestanins
* Les stilbenes
* Les lignanes et les coumestanes
* Les saponines (triterpenoides)
* Les phytostérols et les phytostanols
» Autres phytoestrogenes
Bien qu'ils ne soient pas des polyphénols, on ejaustlinairement a cette liste les
isothiocyanates, qui dérivent de I'hydrolyse desggsinolates (Dacosta, 2003).

11.1.3. Effets biologiques des polyphénols

Les composés phénoliques possedent des proprigtiégiques diverses d’ou leur
utilisation en thérapeutique. lls montrent desvités anti-carcinogenes, anti-inflammatoires,
antiathérogeénes, anti-thrombotiques, analgésiqamhactériens, antiviraux, anticancéreux
(BabarAli et al.,2007), anti-allergénes, vasodilatateurs (Fa#iehl.,2008)et antioxydantes
(Gomez-Caravacet al.,2006) (Figure 3).

Ces premiers sont classés dans la catégorie désotarmques et des
vasculoprotecteurs. Parmi les veinotoniques, noteroos le Relvenet ou le Cirkant
renfermant de ruténoside, le Daflont ou le Diosmelifermant de la diosmine. Un certain
nombre de molécules polyphénoliques ont été teditdiguement comme des antiagrégants
plaquettaires, ou hypotenseurs avec des résultatsmrobants (Martiet Andriantsitohaina,
2002).
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Action sur les cellules du ,
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Lﬂﬁ-ﬂx}'dﬂm J

Détoxifiant 4—_2P‘C|LVPHENGL5 ——3» Anti-inflammatoire

\ Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 03 : Effets biologiques des polyphénols (Martin et Aadtsitohaina, 2002).

I1.2. Les flavonoides
[1.2.1. Définition

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedésignant la couche externe de
'écorce dorange (Piqguemal, 2008). Cependant désutauteurs supposaient qu'il
proviendrait du terme du flavus (flavus=jaune) @ar et al. 2004 ; Malasewt Kuntic,
2007).

Les flavonoides ont été isolés par le scientdigthervreuli en 1814, mais ont été
réellement découverts qu’en 1930 par Albert Szertai, désignés sous le nom de vitamine
P (P étant la premiéere lettre dwt permeéabilité), en raison de leur efficacitéoanmaliser la
perméabilité des vaisseaux sanguins.

Cette dénomination fut abandonnée lorsqu’on seitreothpte que ces substances ne
correspondaient pas a la définition officielle ddéamines, il devient clair que ces substances
appartiennent aux flavonoides (Nijvelda&t2006).

Ces derniers regroupent une trés large gamme meas#s naturels appartenant a la
famille des polyphenols (Seyom at, 2006). De méme, ils sont considérés comme des
pigments universels des végétaux, souvent resplassdb la coloration des fleurs, fruits et
parfois des feuilles. A I'état naturel les flavode$ se trouvent le plus souvent sous forme
hétérosides (Bruntenon, 1999; Ghestdial. 2001).

10
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De point de vue structural, ces composés se repamt en plusieurs classes de

molécules. En effet plus de 6400 structures onidétgtifiees (Harborne et William, 2000).
[1.2.2 Structure et composition chimique

Les flavonoides ont tous la méme structure chimige base, ils possedent un
squelette carboné de quinze atomes de carbondjtaérde deux cycles aromatiques (A) et
(B) (Figure 4), qui sont reliés entre eux par uhaige en @en formant ainsi I'hétérocycle
(C) (Erdmaretal., 2007).

Généralement, la structure des flavonoides eséseptée selon le systemg@G-Cg
(Emerenciancet al, 2007) en formant une structure de type diphémpytgane dont les
groupements hydroxyle, oxygene, menthyle, ou desesuqui peuvent étre attachés sur les

noyaux de cette molécule (Narayana, 2001; MalesEutie, 2007).

g
P A
Y e ]
R e 3 = 2
A c Y 6
6 e _E o _’_ ~ N
5 -+

Figure 04 : Squelette de base des flavonoides (Erdmah 2007).

[1.2.3.Classification
Tous les flavonoides ont une origine biosynthé&igammune et de ce fait possedent
le méme élément structural de base. lls peuveatrégroupés en différentes classes selon le
degré d’oxydation du noyau puranique central, lganoB est relié a I'hétérocycle C dans la
position 2,3 (Figure 5).
» Dans la position 2 : le flavonoide s’est appelé &ihae
» Si la position 4 de la Flavane porte un groupentanbonyle la Flavane est
appelée Flavanone.
> Si la liaison G-Cz dans le squelette de la Flavanone est insaturéentgosé
est nommé Flavone.
> Si le squelette est substitué en position 3 pagronpement hydroxyle, il est

désigné par le Flavonol (Bouakaz, 2006).

11
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flavanone R3' flavone

flavanonol flavenol R3'

Figure 05 : Structure des différentes classes de flavono(@Gzsmetet al, 1999)

I1.2.4. Localisation

Les flavonoides sont présents dans toutes lesepadés végétaux supérieures :
racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, grairess... (Brunton, 1999).

Certains flavonoides sont plus spécifiques dearexttissus (Grotewold, 2006). Les
anthocyanes sont plutét localisés dans les paekitgnes des fruits, fleurs et feuilles (Grace
et al.,1996.

Les chalcones se retrouvent plus fréquemment a@sngétales des fleurs. Ce sont des

pigments naturels au méme titre que les chloropiyltouleur verte) et les caroténoides

12
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(nuances jaunes et orangeées). Leur fonction prteipst la pigmentation des plantes (aspect
esthétique). Quand ils ne sont pas directemertlegsiils contribuent a la coloration par leur
réle de co-pigments (certaines flavones et flaven@rutton, 1999) (Gracet al.,1996).

Les formes hétérosidiques des flavonoides s’actenmnhdans les vacuoles et selon les
especes, elles se concentrent dans I'épidermeedéie$ ou se repartissent entre I'épiderme
et le mésophile. Dans le cas des fleurs, elles smmtentrées dans les cellules épidermiques
(Bruntton, 1999).

I1.2.5.Propriétés botaniques

Sur le plan cellulaire, les flavonoides sont sghifes dans les chloroplastes, puis ils
migrent et se dissolvent dans les vacuoles. lignnent comme constituants des chromos
plastes (Bruntton ,1999) .

La plante synthétise defavonoides pour se protéger de l'oxydation et tcles
rayonnement solaire qui stimule cette réaction.sHlansoleillement important plus les
teneurs en flavonoides augmentent surtout darmlties exposees.

Parmi ces flavonoides, il y a certains attireatt&ntion des insectes pollinisateurs, ou
au contraire a dessiner des formes pour éloigseprédateurs, d’autres sont mémes toxiques
pour la santé.
11.2.6.Distribution

Les flavonoides sont généralement présents clexdgétaux supérieurs, le plus
souvent sous forme d’hétérosides (liés a différentses). lls ont pu étre isolés des fougéres
(la cytomenetine) (Mazz, 2000), cepondant, ils gotalement absents des microorganismes
comme les champignons et les lichens (Ribirean-G,a1/868).

Certaines classes de flavonoides sont présentesement dans certains végétaux ;
on retrouvera par exemple les isoflavons dans jee (dteller, 1998), les flavanones dans les
agrumes, les anthocyanes dans les fruits rougedlaonols dans le choux, les brocolis et
'oignon. Ces derniers ont la particularité de podyiser en composées qu’'on appelle des

tanins qui sont présents dans le vin et le thé.

Le thé contient les principaux flavonoides qui statrubigine, la flavine et la
catéchine, dont les propriétés anti oxydantes 201ibis supérieures a celle de la vitamine C.

L’artichaut est le seul dépositaire d’un grouppeal@ silymarine. Quatre flavonols sont
majoritairement présent dans le raisin: le kaenohfda quercitrine, la myricetine et
lisorhamnétine. Les dérivés de la quercitrine stmijours prédominants, alors que la

myricetine semble étre spécifique aux variétésaiin rouge .On trouve également de fortes
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concentrations de flavonoides dans I'hamamélisnfigderol, quercitine), le céleri (apiosides)

et dans le chocolat (catéchine) (Heller, 1998).

[1.2.7.Consommation

La prise quotidienne des flavonoides est de 1l4lfgramme dont (35,2%) viennent
des fruits, (19,1%) des légumes, (16,9%) du vif1&{0%) du thé (Ramassarayal .,2006).
La quercetine est régulierement consommeée par hhemar c’est la plus rencontrée dans le
régime alimentaire (Tieppet al ., 2007). Leur ingestion diététique est tout a faute,
comparée a d'autres antioxydants diététiques coraméamine C et E (Ramassarsy al.,
2006).

11.2.8.Biodisponibilité

Selon Wiseman (1999), la biodisponibilité absol4g (les flavonoides correspond a
la proportion des molécules entrant dans la citmriasanguine sous leur forme intacte aprés
leur consommation en passant a travers la paestinale et le foie.

Tous les flavonoides a I'exception de la catécliflavonol) sont présents dans les
plantes sous forme glycolyse (liee au sucre pdiaison . Osidique) seuls les aglycones
peuvent étres absorbés par l'intestin gréle, tagdes les glycosides sont hydrolysés tout
d’abord en aglycones par l'intermédiaire de la ofiore coliqgue qui dispose des enzymes
capables de cliver les liaisofis Osidiques (Wiseman ,1999 ; Urquiage et Leight@Q®;
Ming, 2007).

Généralement, la flore microbienne métabolise amen&emps les aglycones libérés.
Des quantités considérables de catéchines polyoesriqconnues sous le nom de pro
anthocyanidines sont présentes dans I'alimentab@s. études faites par Hollman, (2001),
montrent que les formes dimeres et triméres declog@ sont susceptibles d’étre absorbés
tandis que les polyméresiagrés de polymérisation élevés ne peuvent paslétmrbés par la

paroi intestinale qu’aprés leur dégradation.
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11.2.9 Métabolisme
Il existe deux compartiments considérablement importants peumétabolisme des
composés phénoliques :

* Les tissus et les enzymes de (foie, reins et intggs€le) agissent directement sur les
flavonoides aglycones ainsi que sur les métabalitéques absorbés.

* Le colon ou la microflore colique dégradent lesyaghes libérés (aprés hydrolyse des
glycosides) par ouverture de leur hétérocycle aifférdnts endroits selon le type de
flavonoide concerné.

Exemple : les flavonols sont dégradés en acide yphegtique et phenylpropionique
(Hollman, 2001).

11.2.10.Propriétés et effets pharmacologique et blogique

Les flavonoides présentent un intérét thérapeutiquuedate de la découverte de la
vitamine C par Szent-Gyorgyi (Prix Nobel,1937), heur de l'université de Szeged
(Hongrie).ll constaté que les symptébmes hémorragiode scorbut, liés a la fragilité ou
I'hyperperméabilité des vaisseaux, étaient guéas ges extraits de paprika ou de jus de
citron, riche en vitamine C et en flavonoides (Bedl| 2004).

Les principales propriétés des flavonoides étudiéasles suivantes :
11.2.10.1.Propriété antibactérienne

La thérapeutique des infections bactériennes estebprincipalement sur 'usage des
antibiotiques. La prescription a grande échellpagtois inappropriée de ces agents a entrainé
la sélection de souches multi résistantes d’ouplinance d’orienter les recherches vers la
découverte de nouvelles voies qui constituent uaerce d'inscription de nouveaux
médicaments a base des plantes. Notamment, lesosésmphénoliques, qui sont toujours
utilisés dans les industries alimentaires et cosmés, et comme agents antimicrobiens en
médecine populaire (Zeghad, 2009).

De nombreux flavonoides possedent des propriétésaatériennes. Des synergies ont
été mises en évidence pour certaines de ces mededdes études in vivo sur des animaux
sont révélées encourageantes (quercetine chezl®wrcalinde infecté par leShigellg. lls
agiraient a plusieurs niveaux, il semblerait quecyele B joue un rdle important dans

I'intercalation avec les acides nucléiques et iahalt ainsi la synthése d’ADN et d’ARN.
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En outre, la myricetine empéche la croissance adBurkholderia cepaciamulti
résistante,Enterococci vancomycine-résistantelebseilla pneumoniaeet Staphylococcus
epidermidis(Hodeketal., 2002).

Les flavanones et quelques dihydroflavonols empd@clae croissance d8treptoccus
mutanset Streptococcus sobrinuka sophoroflavonone G, certaines catéchines (flé+al)
et la quercetine possedent un effet antibactérienp@voquant un changement de la
perméabilité membranaire (Laouini, 2014).

Théoriquement, les flavonoides pourraient exeresraffets antibactériens puisqu’ils
sont de puissants inhibiteurs in vitro sur TADNrgge (Ohemengt al, 1993). Une étude
réalisé par Satet al ., (1995), ont montré I'effet bactéricide de diéfgtes flavanones vis-a-
vis du Staphylococcus aureute mécanisme des effets antimicrobiens des pélypls est
sans doute trés complexe.

Parmi les hypothéses avancées, nous citons :

- L'inhibition des enzymes extracellulaires micrednes.
- La séquestration de substrat nécessaire a lasarme microbienne ou la chélation de
métaux tel que le fer.
- L'inhibition du métabolisme microbien.
11.2.10.2.Propriété antivirale

La stratégie de recherche d’'un composé antivirakiste a mesurer la réduction de
I'infection virale de cellules en culture. Une st#vee peut agir a différents niveaux de cycle
viral. Les flavonoides sont capables d’agir au aivde la synthése des protéines virales.

Ce mécanisme semble étre impliqué dans la protectes souris vis-a-vis d'une
infection virale a la suite d’'une administratiomjoaliere de 3-0-méthylquercétine a raison de
20 mg/kg pendant 9 jours (Vrijesat al, 1987). Mucsi et Pragai (1985), ont également
montré une corrélation entre I'effet inhibiteur dertains flavonoides sur divers virus de
'herpes et leur capacité a augmenter les tawadetlulaires en AMPc dans des cellules
infectées.

Des travaux ont mis en évidence un impact des fflaides sur le rétrovirus HIV
responsable du syndrome d’immunodéficience acq{8$BA). De nombreux agents sont
susceptibles d’inhiber la réplication du rétroviis SIDA par une inhibition de la reverse
transcriptase.

Toutefois, ils peuvent étre toxiques pour I'orgames L'impact des flavonoides sur la

« reverse transcriptase » comme de bons inhibitdersette enzyme a été démontré par

16



Chapitre | Généralités slas composeés phénoliques

Speddinget al, (1989). Cependant, leur impact semble plus $ont 'ADN et I'ARN
polymérase de la cellule héte que sur la revessestriptase virale (Oret al, 1990).

Récemment, des chercheurs ont montré que lesnffddes pouvaient avoir une
action plus sélective en interagissant avec uneogiptéine de surface du virus HIV (la
gpl20), empéchant ainsi la liaison du virus a llutehote (Mahmoodt al, 1993).

Enfin, les flavonoides seraient susceptibles diehil'intégrase rétrovirale du virus
HIV-1. Cette enzyme permet l'intégration du génowiral a celui de la cellule héte. Des
études structure-activité devraient permettre datrao quelles sont les molécules les plus
actives (Fesest al, 1994).

En fait, il semble que l'intérét éventuel des @awvides ou d’autres micronutriments
pour combattre le virus de SIDA n’ait pas été saffnment approfondi.

11.2.10.3 Activité antifongique

Aussi, comme la majorit¢ des polyphénols, les fieides ont une activité
antifongique trés puissante. L'une des étudesllesimportantes sur cette activité était celle
d’Ortuno et ses collaborateurs (2006).lls ont démgobactivité des flavanones glycosides et
des polyméthoxyflavones extraites @etus parasidiet de Cirtus sinensissur Penicillium
digitatum

En effet, la naringinine, I'hespéridine, la nobi@, la simensetine et la tangerétine
extraites de ces deux espéce€itus servent a protéger ces dernieres contre les attatpie
Penicillium digitatum(Ortunoet al 2006).

Batawita et ses collaborateurs (2002), dans lewnleésur les flavonoides deonyza
aegyptica L. ont aussi démontré que, ces molécules avaient astien fongicide et
fongistatique sur différents agents de mycodéirosporum canisMicrosporum gypseum

Trichophyton mentagrophytet Candida zeylanoide®’autres flavonoides extraits de
Tibouchina grandifoliaont présenté une forte activité antifongique coniffrents types de
moisissures (Kuster at., 2009). Néanmoins, les études portées sur lige@mntifongique des
flavonoides restent encore insuffisantes du failadgrande hétérogénéité des moisissures et
des levures.

11.2.10.4. Propriété anti-inflammatoire

Une inflammation par définition est une réacttendéfense immunitaire stéréotypée
du corps a une agression (infection, brdlure, giker.) qui se manifeste par un gonflement
une sensation de chaleur, une douleur qui semldemiZeghad, 2009).

De nombreux travaux signalent que, les flavonoipessedent la propriété anti-

inflammatoire (Da silveet al; Galatiet al, 1994) (Read,1995) et qu’ils sont capables de
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moduler le fonctionnement du systeme immunitairany’et al,2008), ce sont de puissant
inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes tBrgMookerjee, 1986 ; Namgoong, 1994).
Les effets peuvent étre variables.

Par ailleurs, les flavonoides sont susceptideesliminuer la libération de I'histamine
des basophiles et des mastocytes (Middleton, 1984).

Des recherches récentes ont démontré que, entiddes notamment les flavonols
du cacao, peuvent prévenir la douleur musculairaa@lérant la réparation des tissus au
niveau moléculaire. De maniére spécifique, ils #ant la synthese de I'oxyde nitrique,
déclencheur chimique de I'inflammation.

Il a été également démontré que, d’autres flavawithhibaient la sécrétion des
mastocytes impliqués dans les phénoménes inflanmasit@Fleurietet al., 2005), cette
activité concerne de nombreux composés phénoliguesn premier lieu I'acide salicylique
sous sa forme acétylé (aceétyl salycilique) comnadisgie sous le nom d'aspirine. Ainsi que,
certains anthocyanes la cyanidine extraite de egrigs flavonoides des agrumes (Manthey,
2005).

11.2.10.5.Propriété antiulcéreuse

Dans des expériences réalisées par Dicarhd ., (1999) sur des rats, ils ont démontré
gue la quercetine et la naringénine jouent un irdleortant dans la réduction d'ulcére et la
protection des cellules gastriques. lls ont suggéetla quercetine exerce une activité via un
mécanisme complexe impliquant la production du rué piégeage des radicaux libres, et
egalement l'inhibition de la production de leucetes.

D'autres études ont permis d'établir une relat&roite entre les propriétés
antiulcéreuses de la quercetine, naringénine, euginkaempférol, et la production du PAF
(Platelet Activating Factor) qui est un agent ubgme potentiel.

En effet, il s'est avéré que la réduction des dages gastro-intestinaux est due
probablement due a l'inhibition du PAF par cesdtades (1zzo ,1996).

11.2.10.6.Propriété antioxydante

Les polyphénols et surtout les flavonoides sontpdéssants antioxydants susceptibles
d’inhiber la formation des radicaux libres et depgoser a I'oxydation des macromolécules
(Van-Ackeret al, 1995).

En effet, les flavonoides sont aussi des piégdfficaees des radicaux libres les plus

peroxydant, particulierement impliqués dans la pgdation lipidique, puisqu’ils la
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préviennent commed:-tocophérol. lls formeraient des espéces radicdamtermeédiaires peu
réactives (Laughtoatal., 1989 ; Puppo, 1992).

De plus, ils ont une activité chélatrice des métils que le cuivre et le fer, a I'état
libre, peuvent étre a I'origine de la productionrddicaux libres par les réactions de Fenton et
d’Haber-Weiss (Puppo, 1992 ; Van ackéeal, 1995).

Les flavonoides sont de puissants inhibiteurs’aeydlation des LDL (Laughtoret
al., 1989; Dewhallegt al, 1990 ).

Il. 2.10.7 Effet anti cancérigene

Le cancer se présente habituellement comme uneutufioemée d'une masse
cellulaire due a une série de transformation pougandérouler pendant plusieurs anneées,
donc la cancérogenése est un processus complexeségguentiel menant une cellule de
I'état sain a un état précancéreux et finalemamt atade précoce de cancer (Pincermidl
,1999).

Depuis longtemps, on associe le cancer aux typalméntation, de nombreux
chercheurs ont étudié le r6le des nutriments dansl@veloppement des cancers. Plus
récréement des recherches expérimentales suggeuentles flavonoides sont parmi les
substances susceptibles de retarder voir empédhgpalition de certains cancers, en
réduisant d’'une maniére spécifique le risque d'eoirachez le sujets humains (Decloitre,
1993 ; Hertog, 1996).

D’autres études montrent que, certains flavonojidesculierement la quercetine et la
catéchine inhibent d’'une facon marquée la lipogengss cellules cancéreuses, d'autres
flavonoides sont plutbt capables d’'induire 'ap@gt¢Zeghad, 2009).

La quercétine prévient la cancérogene, surtowaleer de la peau et de colon. La
présence de 20% de quercétine dans l'alimentati@z ¢es animaux diminue le cancer de
cblon et y prévient I'apparition des cryptes andasale mécanisme suggeré est ce que la
guercétine joue le rbéle d’un antagoniste des tapmwerases | et Il produites par les cellules
tumorales (Pitta, 2000).

La catéchine, quant a elle, est un inhibiteuceltaines réactions d’oxydation donnant
un ADN anormal, elle inhibe surtout la formation 8idnydroscydesoscyguanosin (8-OHDG)
considérée comme étant un marqueur des dommagekatdzyde 'ADN. De méme la
catéchine a été déemontrée comme étant plus aatizdagvitamine E sur les radicaux libres
(Tomofuji et al. 2009; Pietta, 2000).
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11.2.10.8 Effet cardiovasculaire

Récemment, beaucoup d'études ont été concentreles gifets cardiovasculaires des
flavonoides. Les rapports épidémiologiques ont dérdoque les gens peuvent avoir une
incidence plus limitée sur les en maladies de ceilsr,ont une ingestion diététique élevée en
flavonoides (Xwet al.,2007).

Parmi les 17 flavonoides examinés par Xu etcediaborateurs (2007), les agents de
relaxation vasculaires les plus efficaces sontid@pine, lutéoléine, kaempferol et la
génisteine. Cette relaxation est attribuée a dadtiirecte des flavonoides sur le muscle lisse
vasculaire.

Les flavonoides ont un effet cardio-protecteur readifiant plusieurs processus
pathologiques qui interviennent dans I'apparities dhaladies cardiovasculaires.

Ces effets sont notamment les suivants :

* Inhibition de I'oxydation du cholestérol LDL (meais cholestérol) par les radicaux libres,
étape initiale importante dans la formation delémpe d’athérome.
* Abolition de la tendance des cellules sanguirepaetite taille ou plaquettes a se regrouper
et a former des caillots sanguins. Cet effet esteat décrit comme « I'effet aspirine ».
» Régulation des réponses inflammatoires et imraires au niveau de la paroi des vaisseaux
sanguins qui peut étre anormale en cas de maladiegasculaire.
» Régulation du tonus vasculaire ou degré de datistr des petits vaisseaux sanguins qui
contribue a I'hypertension (Ariefdjohan et Savai@2005; Ding, 2006).

11.2.10.9 Intérét des flavonoides contre I'obésité

Certains flavonoides sont supposés apportent eréindlans le métabolisme lipidique
en diminuant la lipidémie. Les effets de quelquasanones (la naringénine, la naringine,
I'hesperétine et I'hesperidine) sur la conversi@s @rés adipocytes en adipocytes et sur la
lignée cellulaire AML-I ont été étudiés (Morikawa a., 2008). Les deux flavonoides sous
forme aglycone, a savoir la naringénine et I'heétee, ont induit un arrét de la croissance
des cellules entrainé par une apoptose.

L'impact de la naringénine sur différentes proésinmpliquées dans I'apoptose a été
déterminé. Le résultat a révélé que dans les esllitrthitées avec ce flavonoide, les taux de
protéines antiapoptotiques (p-Akt, MB; et Bcl-2) étaient diminués, et ceux de Bad
(protéines pro-apoptotiques) augmentés. L'exposities cellules a la naringénine ou a
I'hesperétine durant de courtes périodes a augmartille des gouttes lipidiques dans le

cytoplasme.
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De plus, I'expression de la fatty acide synthaséeifvenant dans la synthése des
acides gras) et des PPARa été augmentée dans les cellules traitées arikkgénine. Ces
résultats suggérent que l'apoptose induite par fl@ganones n’intervient pas dans la
conversion des pré-adipocytes en adipocytes. Diaitdes adipocytes sembleraient ne pas
étre une cible directe pour les activités hypolimgnes des flavanones (Morikawa adt,
2008).
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Chapitre llI cinétiques et procédés de séchage

[11.1. Définition du séchage

C’est l'opération unitaire ayant pour but délimar par évaporation un liquide
imprégnant un solide ou un liquide. Le terme déshgadion a un sens plus restrictif : il ne
concerne que I'élimination de I'eau dans un sotidelans un liquide (Chalal, 2007).

Le séchage est une opération consistant & abdesstrité du liquide d'un produit,
jusqu'au seuil en deca duquel les réactions enikynest et d'oxydation sont inhibées, de

méme que le développement des microorganismeshiegut990).

I1l.2.Principe du séchage

La premiere idée qui vient a I'esprit pour sécherproduit est de le porter a la
température d’ébullition de I'eau, qui alors semdge. En réalité, ce principe n’est pas le plus
employé et I'on préfére souvent opérer a tempésatuwins élevée en utilisant I'air comme
gaz d'entrainement. (Bimbenet, 1978).

[11.3. Différents types de séchage
[11.3.1. Séchage naturel (traditionnel a'air libre)

Le séchage traditionnel est la méthode la plus conenet fondamental. Il permet la
conservation des qualités médicinales et nutrietiea des plantes (Ouatial, 1999).

Cette méthode se pratique simplement, en expossauprrbduits au rayonnement direct
des rayons solaires. Ainsi le produit est étalélauerre, sur les rocs, les toits des maisons,
directement & méme le sol ou sur des nattes.

Cependant, le séchage solaire traditionnel préggnsgeurs inconvénients :

* Le produit est exposé a l'air libre, & la poussiarex mouches et insectes et aux autres
rongeurs ouvrant la voie a des souillures et comtations variées.

e La durée de séchage est longues et peut atteiddséeyrs jours, d’ou une tres
mauvaise qualité des produits : contaminations ipie#t, réhydration de nuits et en
cas de temps nuageux.

» La méthode est assez contraignante et demandedugeade travail. En effet, il faut a
chaque fois retourner le produit pour assurer uchage uniforme, chasser les
animaux, tourner et ramener la récolte le soirwang il pleut.

* Couleur foncée des produits qui perdent beaucoulewds composants nutritifs, en

particulier les vitamines (Ouaouiehal ., 2005).
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[11.3.2. Séchage atrtificiel (a air chaud)

Le séchage artificiel permet, dans une certaineursesle pallier les inconvénients du
séchage naturel : il permet de réduire considémadnhé la durée du séchage et d’atteindre
’humidité souhaitée des matériaux.

Pour ce mode de séchage, le produit est mis eaaatitect avec I'air chaud circulant
dans la chambre de séchage (étuve, séchoir).Lawhedt apportée par un gaz caloporteur
(Air chaud), qui va servir a la fois de fluide cffant et de gaz vecteur de la vapeur d’eau
ainsi enlevée au produit, par un transfert crdigbenet, 1994).

Les méthodes de séchage les plus utilisées dadsdirie sont les suivantes :

* Le séchage par air chaud ou séchage ‘traditionnel

* Le séchage a la vapeur surchauffée.

* Le séchage par pompe a chaleur.

* Le séchage par chambre chaude.

* Le séchage sous vide

Trois modes de séchage peuvent étre distingués :

» Séchage mécanique

C’est I'élimination du liquide par des forces pumsrth meécaniques (pressage,
centrifugation,...).

Certains processus de pré concentration et dedutéage peuvent se réaliser sans transfert

thermique mais par simple transfert de quantittndavement.

» Séchage chimique
C'est un procédé basé sur [l'utilisation de produdisshydratants (chlorure de
calcium,...) afin d’en extraire I'eau.

» Séchage thermique

Ce type d’'opération est essentiellement un trandfemasse nécessitant au préalable
une «activation» de I'eau par une certaine quarnkiédergie apportée par ce transfert de
chaleur. Les deux transferts se dédoublent en iagepexterne et une phase interne :

- Transfert de chaleur interne, de la source deeahaers la surface du produit.

- Transfert de chaleur interne, de la surface ecseur du produit.

- Transfert de masse interne, du cceur vers lacgudia produit.

- Transfert de masse externe de la surface du preels le milieu extérieur.

Le séchage thermique se divise lui méme en dewstyp
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» Séchage par ébullition

L’ébullition d’un liquide se produit lorsque sa tpérature est telle que la pression de
vapeur P de I'eau de ce liquide est égale a Isjmesotale ambiante.

L’ébullition proprement dite (formation de bulles dapeur d’eau) est plus difficile a observer
sur les solides ou les corps pateux contrairementiquides.

L’allure a laquelle s’évapore I'eau est détermipae I'allure d’apport de la chaleur latente
d’évaporation. Cet apport est effectué :

* Par conduction, a partir d’'une surface chaufféeantact du produit.

* Par génération interne de chaleur due a I'expmsid un rayonnement infrarouge ou
de micro-ondes ou par un chauffage dit électrique.

* Par convection, a partir de vapeur d’eau surdéaubu d'un liquide chauffant.
(Roux, 1994).

» Séchage par entrainement

Lorsqu’'un corps humide est placé dans un couraair dfbu dans un autre gaz)
suffisamment chaud et sec, il s'établit spontandnesrire ce corps et l'air un écart de
température et de pression partielle d’eau tels que

* Un transfert de chaleur s’effectue de l'air végsproduit sous l'effet de I'écart de
température.

* Un transfert d’eau s’effectue en sens inversdaiude I'écart de concentration en
eau dans lair.

Le gaz caloporteur est réchauffé a une températitrale T. cédant ainsi une partie de
chaleur et il sortira de I'appareil a une tempémafinale B<Ti(Mafart, 1981).
l1l.4 Cinétique de séchage

[11.4.1. Définition

C’est I'étude de la variation de la teneur en dadeda vitesse de séchage en fonction
du temps dans différents parametres aérothermi{@etghitet al ,1999).

L’expérience de base consiste a placer le prodansdin courant d'air parfaitement
maitrisé (température, humidité, vitesse) et agsirer |'évolution de la masse par pesage a
intervalles de temps réguliers.

I11.4.2.Méthodologies d’obtention desaurbes de séchage

L’obtention de la courbe caractéristique de séchagde calcul du flux massique
d’eau nécessitent la connaissance de la vitesséaiage.
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[11.4.2.1. Calcul de la vitesse de séchage

L’acquisition des données expérimentales sur lasmadu produit permet de
représenter la courbe donnant la perte de masyertkgnction du temps (s). Cependant on a
coutume d’utiliser la teneur en eau du produitlgse seche (X, kg d’eau/kg de masse seche)
et non la masse, pour tracer la courbe de séchage.
Selon l'usage, ces données sont transformées afitrager soit la courbe de vitesse de
séchage soit la courbe dite de Krisch@m(pet al., 2001) selon que la vitesse de séchage
(-dX/dt) est représentée en fonction du tempseoladeneur en eau sur base seche.

La dérivation de la courbe de séchage peut s’aviigrate lorsque cette courbe est
« bruitée ». En effet cette opération est sensitdea bruit » et accentue celui-ci (Christophe.,
2003). Pour éliminer ou réduire ce « bruit », il Bécessaire d'effectuer des opérations de
lissage ou de filtrage.

[11.4.2.2. Méthode de détermination de la courbe aactéristique de séchage

L'intérét de cette courbe est important, il sudié connaitre les valeurs de la teneur en
eau initiale et d’équilibre pour pouvoir décriredimétique du séchage dans n'importe quelle
condition de l'air.

Le principe de la courbe caractéristique de séclemgjede réduire I'ensemble des
données expérimentales de maniére a pouvoir lesensetus forme utilisable non seulement
par I'expérimentateur lui-méme ; mais aussi pand&mble de la communauté scientifique
(Vvan Meel., 1958) Pour y parvenir, la démarche suivie consiste @ omormalisation en
représentant le rapport de la vitesse de séchage imstant t (-dX/dt) a la vitesse de premiere
phase (-dX/dt) 1, dans les mémes conditions dedwifonction de la teneur en eau réduite
(Kechaou., 2000)
l11.5. Les difféerentes phases de séchage

La vaporisation de l'eau s’effectue en surfacepdoduit. Le transfert de I'eau de
I'intérieur vers la surface du produit conditiorfoetement la vitesse de séchage et explique la
forme des courbes d’évolution en fonction du temps.

De fait, pour comprendre les phénomenes de migrat® I'eau dans les produits
humides, on doit considérer simultanément les teatssdes masses et de chaleur dans toutes
les phases (solides, vapeurs et liquide), qui &attour a tour un role prépondérant (Touati,
2008).

Deux types de courbes permettent de décrire laati@mi de produit au cours de
séchage
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(FigureQ6) :
(a) : Variation de la teneur en eau de produit@usdu temps X=X(t).

(b) : Variation de la vitesse de séchage au cautsmps X/dt=f(t).

T dx_1
A dt
0 I I
hY 1 | 0
dt
=1'
(@) : courbe de sechage {b) : vitesse du sechage

Figure 06 : Courbes théoriques caractérisant un séchage pamament
(Djebnoun, 2011)

Phase 0O : période de mise en température

Quand un produit a une températuresutéace T est brassé par un courant d’air

chaud des échanges de chaleur et de matiere omniee le produit et I'air asséchant.

Pour étre emportées sous forme dewafes quantités d’eau contenues dans le

produit exigent un apport correspondant de I'éreedgi vaporisation.

L’exces de chaleur fournie par 'améne le produit & s’échauffer d’avantage ce qui
aboutit & un équilibre du bilan de chaleur. Sigantre, la température de surface du produit

est trop élevée, le déficit énergétique entraiherarefroidissement du produit.

La période de mise en températurec@site et n'apparait véeritablement que si les
produits sont de grande taille, ou si la difféeredeetempérature entre l'air et le produit est

importante, ce qui explique le peu d’'intérét mastéepar les chercheurs dans I'étude de cette
phase (Touati, 2008).
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Phase | : période a allure ou vitesse de séchagestante

Cette phase n’existe que si uneiquddl d’eau libre existe en surface du produit.
L’activité de I'eau a la surface du produit estralégale a 1 et le séchage consiste en une
évaporation isenthalpique de l'eau. La températlieesurface du produit correspond a la
température humide de l'air asséchant. C’est hapérature a laquelle le flux de chaleur
ameneé par l'air est égal au flux thermique nécessail’évaporation I'eau. La vitesse de
séchage dépend uniquement des conditions exteglles que I'humidité de lair, sa

température séchée et sa vitesse de circulation.

La nature du produit n’intervient pas mais sa forim#ue sur le débit d’eau évaporée
(Kricher et Kroll, 1963).

Phase Il : Période de ralentissement

Cette période est caractérisée ymar diminution de la vitesse de séchage. Le
ralentissement de la vitesse de séchage est dicanisaintes de la migration de I'eau de
l'intérieur du produit vers sa surface. Plusieungmpmenes et propriétés sont a prendre en
compte (El Hisse, 1987).

> Disparition de I'eau en surface de produit : cenamééne correspond au début du
ralentissement de l'allure de séchage.

» L’épaisseur du produit : si celle-ci est de pluspéurs croissante, cela signifie que la
vapeur d’eau doit traverser un parcours plus loggiguant ainsi, en grande partie, le
ralentissement de séchage.

» La diffusion de I'eau dans le produit : elle vaanec la teneur du produit en eau. Plus
ce dernier est sec, moins il devient perméableaul’

» La résistance mécanique des parois cellulairestega les parois cellulaires intactes
empéchent la vapeur d’eau de passer en grandatquabiéxtérieur du produit.

» Le croutage: certains composés solubles notamnhemt sucres et les sels
accompagnent I'eau évaporée pendant la périodduge atonstante (phase 1) et
cristallisent a la surface. Ce phénomeéene appelétage est a I' origine des fortes
concentrations en surface de ces composés solyhlé®uchent les pores du produit.
L’accumulation et I'assechement de ces solutés rim@abilisent la surface du

produit.
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Cette phase dépend essentiellement des propriétgsoduit et de la diffusion de
'eau dans les produits, I'influence des conditiobécoulement de I'air asséchant est

secondaire.
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IV.1. Cadre de I'étude
Notre étude expérimentale a été réalisée audeeltuniversité Mouloud Mammeri
Tizi-Ouzou (UMMTO) au niveau des laboratoires péaagues des analyses
physicochimiques et microbiologiques.
IV.2 .Objectifs de I'étude
Les objectifs ambitionnés a travers cette étudé so
v Caractérisation physico-chimique de frigyiracantha coccinea.
v' Cinétique de séchage de friyracantha coccinea a air libre et a air chaud a la
pression atmosphérique a deux températures 65€t 75
v" Fractionnement et quantification des flavonoidesm®idres obtenues.

v Activités biologiques des extraits phénoliques eérait.

IV.3 .Matériel
IV.3.1.Appareillages et réactifs
Tous les appareillages, solvants, réactifs chiesqet milieux de culture sont

présentés dans I'annexe 1.

IV.3.2.Matériel végétal

L’espécePyracantha coccinea utilisée dans cette étude est cultivée dans laméde
Boumerdeés récoltée en Mars 2016. Une fois cueldifruit est transporté aux laboratoires
d’analyses afin de lui faire les premiéres opéraiunitaires (triage, parage, calibrage, et

rincage a lI'eau et conservation au réfrigérateur).

IV.3.2 Matériel biologique

Les tests de l'activité antimicrobienne des exdgrahénoliques des poudres de fruit
séché a air libre et air chaud (65°C, 75°C) sorfiecaiés sur 8 souches bactériennes
pathogeénes de référence, une levure et une maisigdiableau I). Ces souches nous ont été
fournies par le laboratoire de microbiologie derikrsité de Tizi-Ouzou.
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Tableau | : souches utilisées

Escherichia coli Bactérie Gram Négatif

Escherichia coli Bactérie Gram Négatif

Pseudomonas aeruginosg Bactérie Gram Négatif

Klebsiella pneumonie Bactérie Gram Négatif

Staphylococcus aureus Bactérie Gram Positif

Staphylococcus aureus Bactérie Gram positif

Candida albicans Levure

Aspergillus Niger Moisissure

IV.4 Méthodes
IV. 4.1 Cinétique séchage

Par définition, le séchage est une technique dieydéstation visant a débarrasser un
mélange homogéene ou hétérogene d’'un constituantiéq

Sécher un produit consiste a apporter I'énergiessgire a la vaporisation de I'eau du
produit (chaleur latente de vaporisation), puisracé@er la vapeur formée. Le but d'une telle
opération est, soit de rendre a une substanceédraites qualités mécaniques ou
physicochimiques soit de faciliter le stockageaetaenservation (Boulemtafes, 2011).

Deux procédés de séchage de fRyitacantha coccinea ont été étudiés a savoir : l'air
chaud a la pression atmosphérique a deux tempeésgief et 75°C), et I'air libre.

Le séchage a air chaud a été réalisé dans une @ang ventilation a air sec) deux
températures de séchage ont été choisies (65 €) 7&spiard, 2002). Selon cet auteur, les
deux températures permettent de conserver lesémialitiales des produits séchés.

Le séchage a air libre a été réalisé sur uneidaverte a 'ombre, et a I'abri de la
poussiére dans des endroits bien aérés, la terapide séchage est comprise entre 20 et
22°C.

Les conditions expérimentales suivies sont préssrdans le tableau II.

Le temps de séchage pour atteindre une humidiséefide I'ordre de 4% varie d'une
semaine jusqu’'a 15 jours en séchant a l'air liirdee 6 a 7 heures a air chaud. A la fin du
séchage les échantillons séchés sont broyés etémrmil’aide d'un tamis de taille de mailles
de 500pum.
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Les différentes poudres obtenues sont conservéesdis flacons en verre a I'abri

'lhumidité et de la lumiére.

Tableau Il : Séchage de fu Pyracantha coccinea parles deux procéd.

SeCh?égtEVa;%:r;sh%Jd dans . \esurer 03 échantillons
de 50g de fuit ;

e Etaler le fruit sur un
papier aluminium ;

» Mesurer le poids chaqye
15 minutes a l'aide

d’une balance de

précision 0,01 jusqu’a

atteindre un poids

constant ;

Séchage a air chaud dang = Etablir une courbe.
I'étuve a 75°C

* Mesurer 03 échantillong
de 509 ;

» Etaler le fruit sur un
papier aluminium ;

* Mesurer le poids chaqye

Séchage a air libre 24h a l'aide d’'une

balance de précision

jusqu’avoir un poids

constant a deux

reprises ;

Etablir une courbe.
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IV. 4.2 Caractérisation morphologique de fuit

IV.4.2.1.Mesure de diameétre

Cette mesure se pratique sur la zone équatorafrud. Le diametre moyen (mm) est
déterminé sur 10 fruits a I'aide d’'un pied a casis

IV.4.2.2 Mesure de poids moyen

Pour notre fruit, la pesée a été faite sur un édlande 10 fruits et le poids moyen de

fruit est calculé par cette formule :

Pt
: Pm=—
Soit : n

Pm . poids moyen d’'un fruit ;
P;: poids total de I'échantillon ;

n: nombre de fruit.

IV.4.3. Analyse phytochimique de fruit
La mise en évidence des différentes classes debaliées secondaires constituants la
poudre de fruitPyracantha coccinea a été faite selon les méthodes standards de swogeen
photochimique (Dohoet al ., 2003 ; Kumaet al.,2010).
La quantité de la substance recherchée est propoglle soit a I'intensité du précipité
formé (la turbidité) ou I'intensité de la couleur.
IV.4.3.1. Préparation de l'infusé
e 20 g de la poudre sont macérés dans 100 ml d’'estilléat ;
* Porter le mélange a I'ébullition pendant 15 minsgiltrer ;
» Lefiltrat est ajusté a 100 ml d’eau distillée.
L’infusé ainsi obtenu a été utilisé pour la recherdes différents composés chimiques
a savoir:
+ Les anthocyanes
Introduire dans un erlenmeyer 5 ml de l'infusé,span lui ajoute quelques gouttes
d’HCI. Une réaction positive donne une colorationge en présence des anthocyanes.
% Les tanins
Quelgues gouttes de la solution de RE%%b) sont ajoutées a 5 ml de I'infusé.

La présence des tanins est identifiée par uneatworbleue noire de la solution.
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% Les tanins galliques
On sature le filtrat par I'acétate de sodium ¢CBONa), puis on lui ajoute quelques
gouttes de FeGlLa réaction est dite positive lorsque la colanatbleue foncée apparait.
% Les flavonoides
5ml d’HCI, un cristaux de Mg et 1 ml d’alcool isauthnol sont ajoutés a 5 ml de
l'infuse
La réaction est dite positive lorsque la coloragéshrouge oranger.
% Les saponosides
Dans deux tubes a essai fermés, on met dans holnd8HCI, dans l'autre 5 ml NaOH ;
On introduit dans chacun deux a trois gouttes defubé, ensuite on ['agite
verticalement pendant 30 secondes et laisser reddsemin. Une réaction positive est
déterminée par la présence ou non d’'une moussistpets.
Deux cas sont possibles :
1% cas: en présence des saponines stéroidiennes, aenbbiiins les deux tubes, le
méme volume de la mousse.
2°"tas: Si la plante contient des saponines tri terpéesgen milieu basique il y'aura
formation d’'une mousse quelque fois plus grandestadoilité et par volume.
% Les quinones libres
2 ml d’'HCI (1N) et 20ml de chloroforme sont ajouté® g de la poudre végétale, puis
on laisse le mélange pendant 3 heures. Aprestifiltraon ajoute 5 ml d’ammoniaque diluée
par I'eau distillée.
La réaction est dite positive lorsque la colorationge violette apparait.
% Les quinones combinées
5 ml d’H,SO, (2N) ont été ajoutés a 2g de la poudre, on patenélange a reflux
pendant 2 heures. Le mélange est filtré a 'aiden papier filtre. Par la suite, 20 ml de
chloroforme sont ajoutés au filtrat, puis on évapda solution a sec, et reprise a
'ammoniaque. La réaction est dite positive lofage coloration rouge se manifeste.
% Les alcaloides
20 ml d’ammoniaque (1/2) et 50 ml du mélange étudoroforme (3/2 V :V) ont été
ajoutés a 5g de la poudre. Le filtrat obtenu estis€ppar HCI (2N). L'identification des
alcaloides a été réalisée grace au réactif de Ddag# qui donne un précipité rouge.
% Les glucosides
Quelques gouttes d430, ont été ajoutées a 2g de la poudre de fruit. Lbleration

rouge brique ensuite violette se manifeste en poé&sde glucosides.
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% Les coumarines

20 ml du mélange (éthanol / eau distillée V :\6htsajoutés a 2g de la poudre. Bouillir
la suspension obtenue pendant 15 min a refluxfijuesr et laisser refroidir.

L’identification des coumarines se fait par I'ajad# 10 gouttes de la solution KOH
(10%) a 3 ou 5 ml de filtrat et quelques gouttds@l’a 10% jusqu'a I'obtention d’'un milieu
fortement acide. L’apparition d’'un trouble indigiaeprésence des coumarines.

% Les sennosides

On introduit 2,5 g de la poudre de fruit dans uokefconique plus 50 ml d’eau distillée
plus 2ml d’HCL concentré. Chauffage au bain-maeedant 15 min. Refroidir puis ajouter
40 ml d’éther.

On sépare la phase organique éthérée de la phasasg. On seche la phase éthérée
sur sulfate de sodium anhydre @S&, H,O). Ensuite on évapore. Lorsque le résidu est
refroidi, on lui ajoute 5 ml d’'ammoniaque (1/2).

La présence des sennosides est identifiée par ecioeation jaune ou orange de la
solution. Le chauffage de cette solution au baiarienpendant 2 min donne une coloration

violette rouge.

IV.4.4.Caractérisation physico-chimique de fruit
IV.4.4.1. Détermination de la teneur en eau
Principe
Le séchage de fruit a été réalisé dans une éange\entilation d’air de type Mammert
a 105+ 03°C jusqu'a avoir un poids constant.
Mode opératoire
La détermination de la teneur en eau se fait dediaiére suivante:

* Peser les capsules en aluminium ;

e Tarer les capsules ;

» Peser dans chaque capsule 100g de I'échantilldes glacer dans I'étuve ;

* Retirer les capsules de I'étuve, les placer dandessiccateur, aprés refroidissement,
on les pese, I'opération est répétée chaque 15tesinusqu'a I'obtention d’'un poids
constant.

Expression des résultats

La teneur en eau est déterminée selon la fornuiNarste :
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M1-M?2
P

H(%): X 100 ................(2)

Soit :

H(%) : humidité

M1 : masse de la capsule + la matiére fraiche avahigé en (Q) ;
M, .masse de la capsule + la matiere apres séchapge (Q)

P : masse de la prise d’essai en (g).

Matiére séche % : 1004% (3)

IV.4.4.2.Mesure de pH (NF V 05-108,1997)
Principe
La détermination du pH par la méthode potentioioet, est réalisée a I'aide d’un
pH metre.
Mode opératoire
* 4g de I'échantillon dans 100ml d’eau distillée atha
» Broyer le mélange et laisser refroidir ;

» Etalonner le pH métre en utilisant une solutiongam;

* Prélever un volume V de I'échantillon suffisammaentportant pour permettre
l'immersion de I'électrode ;

* Noter ensuite la valeur du pH.

Remarque

Il faut rincer I'électrode avec I'eau distillée adahaque mesure puis sécher a l'aide du
papier absorbant.

IV.4.4.3 Détermination de la teneur en cendres (NF05-113,1972)
Principe

Chaque échantillon est calciné a 550°C dans undanoufle jusqu’a obtention des
cendres blanchéatres de poids constant.

Mode opératoire
» Dans des creusets en porcelaine, peser 10g daititibdn ;

* Placer les creusets dans un four a moufle fermé&enapérature est augmentée

progressivement de maniere a éviter une calcinatiotente de produit ce qui
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entrainerait des pertes maintenues a une temperaeub50°+15°C jusqu'a obtention
d’'une couleur blanchéatre de poids constant ;
» Retirer les creusets du four et les mettre a mdifrdans le dessiccateur, puis les peser.
Expression des résultats
La teneur en cendres est calculée par la formuiNeuste :

MOY% = M1-M?2

X 100 cecccccccccccscsss(l)

Soit :

MO : matiére organique en (g) ;

M1 : masse de creuset + la prise d’essai en (Q) ;
M, .masse de creuset apres incinération en (g) ;

P : masse de la prise d’essai (Q).

TC%=100- MO% ooooooooooo(&

Soit :
Tc : Taux de cendres.
IV.4.4.4.Détermination des €léments minéraux
Principe
La minéralisation est la mise en solution des él@msuivants (Na, K, Mn, Fe, Zn, Cu,
Cr, Ni, Cd, Mg, Pb).
Le but de la minéralisation est la reprise de cemdbtenues précédemment sous forme
liquide (Audigie, 1978.
Mode opératoire
» Apreés calcination de 10,5g de matiére seche (I8 fiecupérer les cendres obtenues ;
 Humecter lentement les cendres par 3 ml d'eau btillde et 3 ml dacide
chlorhydrique concentré pour assurer une franchetioh acide ;
* Chauffer sur une plaque chauffante douce sans s&paS0°C jusqu'a apparition des
premiéres vapeurs ;
e Laisser reposer quelques minutes ;
» Ajouter 1 ml d’eau bi distillée puis filtrer sur yrapier filtre sans cendres dans une
fiole jaugée de 100 ml, rincer 3 & 4 fois a I'eadibtillée de 30 a 40°C ;
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Incinérer le papier filtre et son contenu pendar@ demi-heure a 550°C au maximum
dans le four a moufle ;
Ressortir aprés refroidissement les capsules ;
Humecter une deuxiéme fois par 5 ml d’acide chldrigue 37% ;
Mettre les capsules pour une deuxieme fois sulalgue chauffante jusqu'a apparition
des premiéres vapeurs ;
Ajouter Iml d’HCI ;
Ajouter 1 ml d’eau bi distillée puis filtrer sur ysapier filtre sans cendres dans la
méme fiole jaugée 100 ml et laver avec de I'eatetie
Amener al00 ml, en complétant au trait de jaugésapefroidissement avec I'eau bi
distillée ;
Mettre 20 ml de cette solution dans des tubesdi.ess
Réaliser I'atomisation a l'aide d’'un atomiseur anfime, la concentration de chaque
éliment est déterminée a I'aide d’'une courbe dogtal

IV.4.4.5 Détermination de I'acidité titrable (NF \05-101,1974)

Le principe de cette méthode consiste en un &trdg 'extrait de fruit avec une

solution d’hydroxyde de sodium NaOH (0,1N) en pnége de phénophtaléine comme

indicateur de couleur.

Mode opératoire

Peser 10g de I'échantillon ;
Placer I'échantillon dans une fiole conique, puis ajoute 70ml d’eau distillée
récemment bouillie et refroidie, puis mélanger juaql’'obtention d'un liquide
homogene ;
Chauffer le contenu au bain marie pendant 30mn ;
Refroidir, transvaser quantitativement le conteeula fiole conique dans une fiole
jaugée de 100ml et compléter jusqu’au trait de gaagec l'eau distillée, bien
mélanger puis filtrer.
Additionner 10ml du filtrat a10ml d’eau distillée ;
Ajouter trois gouttes de phénolphtaléine et toutagiant, titrer avec de la solution
d’hydroxyde de sodium 0,1N jusqu’a I'obtention déurtouleur rose persistante
pendant 30 secondes.

Expression des résultats
L’acidité titrable est calculée selon la formulévante :
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175xV1
VOxXM

A(%)=

cecsseccicnteces  (G)

Soit :
M : masse prélevée en gramme ;
Vo: volume en ml de la prise d’essai ;
V1 .volume en ml de la solution NaOH a 0,1N.
IV.4.4.6. Dosage des sucres
Pour ce dosage, on met en évidence trois catégoeiesucres a savoir: le saccharose,
les sucres totaux et réducteurs.
Avant de lancer les dosages, on prépare deuxi@muEehling A et B et les deux
filtrats (1) et (2) de compositions suivantes :
» Filtrat(1)
» Peser 10g de I'échantillon dans un bécher de 100mi
» Ajouter 2,5ml d’acétate de plomb,
* Remplir jusqu’au 2/3 du volume du bécher avec I'dstillée ;
» Agiter a plusieurs reprises et laisser reposer a@ntbmin ;
» Ajuster avec d’eau distillée a 100ml ;
* Homogénéiser et filtrer sur un papier filtre etugérer le filtrat.
» Filtrat (2)
* Prélever 50ml du filtrat(1) et ajouter 5ml d’'HClra®ntré ;
» Chauffer le mélange au bain marine a 70°C pendamn5
» Neutraliser avec NaOH (10N) en présence de phétadégihe a 1%.
» Dosage des sucres totaux
Mode opératoire
* Prélever 5ml de la solution Fehling A et 5ml dedéution Fehling B;
« Ajuster jusqu'a 100ml avec I'eau de robinet;
» Chauffer le contenu jusqu'a ébullition durant 2mn ;
» Titrer par le filtrat(2) obtenu jusqu’a la dispéait de la couleur bleue ;
* Ajouter 2 gouttes de bleue de méthylene jusqu’agee la coloration bleue soit
remplacée par une coloration marron cuivrée ;
* Noter le volume de filtrat(2) ¥
Expression des résultats

La quantité des sucres totaux dans la prise d’essa@onnée par la formule suivante :
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ST_

=X
Vx(V2-0,05)

500

0 |eecesceensccecannnee(?)

Soit :

Sr: quantité des sucres totaux (g/100ml) ;

V : volume de la prise d’essai ;

V,: volume du filtrat(2) utilisé au titrage.

» Dosage des sucres réducteurs

Mode opératoire

de 500ml| ;

Introduire 5ml de la solution Fehling A et 5ml desolution Fehling B dans un bécher

» Ajuster jusqu’a 100ml avec I'eau de robinet ;

* Chauffer le contenu jusqu’a I'ébullition durant 2mn

» Titrer par le filtrat(1) jusqu’a ce que la teintele disparaisse ;

» Ajouter 2 gouttes de bleu de méthyléne et contirlaetitrage jusqu’'a ce que la

coloration bleue devienne rouge brique;

» Arréter le titrage et noter le volume du filtratd§pense ¥V

Expression des résultats

La quantité de sucres réducteurs dans la prisesal’est calculée selon la formule

suivante :

S

“Vx(V1-0.05)

240

Soit :

0...0..00..00..00..0(8)

Sk quantité des sucres réducteurs (g/100ml) ;

V : volume de la prise d’essai (ml) ;

V1 : volume du filtrat(1) utilisé au titrage.

» Taux de saccharose

La quantité de saccharose est calculée selonraufersuivante :

S =r{Sg) x0,95

IR CIE

Soit :

S : quantité de saccharose en g/l ;

Sr: quantité des sucres totaux en g/l ;
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Sk quantité des sucres réducteurs en g/l.
IV.4.4.7. Dosage de 'acide ascorbique
Le dosage direct par méthode iodométrique a é&ptéd
Principe
Cette méthode est basée sur la réaction d’oxyddgdiacide ascorbique par 'iode en
milieu acide.
Mode opératoire
* Prendre 50ml de filtrat ;
» Ajouter 3ml de l'acide sulfurique @$0;) a 0,1N et quelques gouttes d’amidon a
0,5% comme indicateur coloré ;
« Titrer le mélange par une solution d’'iode a 0,0&¥qu'a I'apparition de la couleur
bleue ;
Expression des résultats
La quantité d’acide ascorbique que contient lffilleat est donnée par la formule

suivante :

Y= Nx20x4,4 d’acide ascorbique par Iitr{e sesccccceee(10)

Soit :
N : nombre de ml d’iode versés ;
Y : la quantité de la vitamine C dans I'échantillomg/l).

IV.4.4.8. Dosage des polyphénols totaux

Principe

Les polyphénols ont été déterminés par spectroené&iion la méthode de Folin-
ciocalteu (Singletoret al.1999) Ce réactif de couleur jaune est constitué par éhamge
d’'acide phosphotungstique {l?Wi,O40) et I'acide phosphomolybdique §RMo Q).

Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduidentéactif Folin-ciocalteu en un
complexe ayant une couleur constituée d’oxyde dgsiéne (W O,3) et de molybdene (Mo
O3), l'intensité de la couleur est proportionnellexdaux des composés phénoliques oxydés
(Biozot et Charpentier, 2006).
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Mode opératoire

Le matériel végétdbroyé (10g) est soumis @ne extraction par macération dans d
solvants, I'eau distillée et dthanc (50 ml) pendant 72 h puis legtraits sont filtrés (Figur
7).

Figure 07 : Filtration des extraits aqueuxé&thanoique

Le dosage des polyphénols dans chaque extrait@steasklon le diagramme suiv :

Figure 08: diagramme de dosage des polyphénols t« (Singletonet al.1999)
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» Courbe d’étalonnage

La concentration en composés phénoliques totawé déferminée en se référant a la

courbe d’étalonnage obtenue en utilisant I'aciddiqgee comme standard d’étalonnage
(annexe 2).

Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en milligramme d’édeivad’acide gallique par gramme
de matiére séche de plante (mg EAG /g MS).

IV.4.4.9.Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium A¥Kosalecet al ., 2004) a été adoptée
pour quantifier les flavonoides dans les difféeremetraits obtenues (Figure 9).

Figure 09: Différentes extraits de flavonoides
a)Extrait éthanoique Eljrait aqueux

Le diagramme ci-dessous montre les différenteseétapspectées pour doser les
flavonoides.

Figurel0 Etapes de dosage des flavonoides (Koslac., 2004)
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v" Courbe d’étalonnage
La quantification des flavonoides se fait en famctd’'une courbe d’étalonnage
réalisée en utilisant la quercetine comme un flaida standard.

Expression des résultats

La teneur en flavonoides est exprimée en millignend’équivalent de quercetine par
gramme de poids sec de I'extrait.

IV.4.4.10Analyse statistique

L’analyse statistique des résultats sera appréleepdé la présentation des quantités
moyennes des flavonoides et de polyphénols exdraiée condition d’extraction et solvant
utilisé, accompagnées des parametres de dispergmesficient de variation (CV%)
intervalle de confiance (d) et erreur relative anlayenne (dr)), (Dagnetie, 1993), permettant
de caractériser les fluctuations de I'échantillole situer les résultats moyens dans un
intervalle assurant leur répétitivité dans 95% de et de vérifier si I'erreur commise ne
dépasse pas le seuil biologiquement admis de 10284@et pas la si la taille de I'échantillon
utilisé est suffisante.(Annexe 3).

Pour montrer I'effet des conditions d’extractiotigles solvants utilisés, I'analyse de la
variance (modele des blocs) sera utilisée pouflée®noides et le test de student pour les
polyphénols.

Si l'analyse de la variance réveéle des différersigaificative pour un facteur, il sera
procédé a la détermination de groupes homogéngarimtes de ce dernier ; la méthode de
la plus petite différence significative (PPDS) satiisée mais aussi a la sélection de la ou des
conditions d’extraction les plus efficaces ; ld ts Gupta-Sobel y sera utilisé (Gnnot, 1969).

Enfin, I'étude de la relation entre la teneur eavdfinoides et en polyphénols sera
réalisée par I'estimation du coefficient de coriéla (R?) (Carpentier, 1996) (Annexe 3),
permettant de caractériser la relation en ce qui@me sa nature (signe du coefficient) et son
importance (valeur de coefficient) et par I'explova des possibilités de modaliser la teneur
en flavonoide en fonction de celle des polyphéniaiss I'objectif de gérer et d’améliorer
I'extraction des flavonoides .

IV.4.4.11. Fractionnement des flavonoides

» Macération
Les poudres végétales obtenue apres séchage a é5%chage a température
ambiante est soumises a une extraction par mamérdéins le mélange éthanol /eau (70/30 :

V/IV) pondant 24h. Les macéras obtenus sont filiréaide d’un un papier filtre.
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» Concentration
Les filtrats sontconcentrs au moyen d’un rotavapeuruaie température 60. Les
résidus secs sont repdans 20ml d’eadistillée bouillante (I'intéréte I'utilisatior de I'eau

bouillante est d’assurer técupératio des composés résiduels &uparoi du ballo).

Réfrigérant

, . (o2 Ballon
Ethanol récupéré

Bain mari¢

Figure 11: Concentration des extraits par le rot vapeur.

La phase aqueuse issd’extraction esplacée dans une ampoule a décanter afi

subir des affrontements successifs par différaviteants de polarité croissar
* Affrontement parle chloroforme

30ml de laphase aqueuse sont déversés dans une ama décantetd laquelle on
rajoute 30ml de chloroforme.

Aprés une agitation et un repos de ques minuteon observe deuphases :

-La phase inferieure (chlorofor+matiére grasse).

-La phase supérieure (fract concentrée en flavonoideg) F

Figurel2: Séparation de la fraction.F
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La phase inferieure (matiére grasse+chloroformegksinée alors que la fractiony F
est remise dans I'ampoule a décanter afin de $affirontement par I'éther di-éthylique.

Aprés décantation, on récupére la fraction aglycfirg) qui constitue la phase
supérieure quant a la phase aqueuse,elle est rdarisd’ampoule a décanter afin de subir les
autres séparations pour récupérer les fractioreetite d'éthyle et de n-butanol (Figure 13)

en respectant les étapes citées dans diagramradidarke 14.

Les différentes fractions ont été conservées aigéghteur jusqu’a leur utilisation.

Figure 13: Séparation des différentes fractions de flavonotldd?/racantha coccinea
a) Fraction éther di-éthylique (F1), b): fraction acétate @Gaupérieure F2) et c):
fraction n-butanol (phase supérieure F3) et laifvacaqueuse (phase inférieure F4)
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Extraction avec méthanol-au30 (V /V)

Traitement avec I'eau dis#lliéouillante

Extrait liquide-liquide avex ¢hloroforme

=

Extraction avec

L’éther di-éthylique

v

Extraction avec

L’acétate d'éthyle

v

\ Extraction avec
| n-butanol

Figurel4 : Diagramme de fractionnement des flavonoides pasadleants de polarité
croissante (Benahmed djilai al., 2016 )
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La méthode du trichlorure d’aluminium AliXKosalecet al ., 2004) a été adoptée

pour quantifier les flavonoides dans les différsritactions obtenues.

IV.4.4.12.1dentification et quantification des flaanoides par Chromatographie
Liguide a Haute Performance (HPLC)

L'HPLC repose sur les mémes principes de base ajy@CIM, mais d’utilisation plus
complexe.Elle nécessite davantage de précautiooslée nettement plus chere. Cependant,
elle permet une amélioration trés importante coraer le seuil de détection et de la
résolution
(Rouessac ., 2006).

L’analyse de notre extrait phénolique Bgracantha coccinea par I'HPLC a été
menée au niveau de laboratoire de Centre de Réwhaicde Développent des Produits
Pharmaceutiques CRD EI Harrach Alger en suivaptd¢ocole proposé pour la détection des
composées phénoliques (Benahmed Djiladil et(2016).

L’'analyse a été effectuée a l'aide d’'un appardiRLC marque Shimatzu munie
d’'une pompe Shimatzu 7100 et d'un détecteur UV @him (DAD-UV) piloté par le logiciel
D.7000 HSM (Shimatzu).

La phase inverse ‘RP’ (phase stationnaire apolairédé utilisée. Elle est composée de
silice greffée par des chaines linéaires de 18 @sate carbone.

La colonne HPLC de type LiChrospher RP-C18 (Shimabzim, 125 x 4.6 mm) a été
utilisée.

Le tableau ci-dessous présente le gradient d’'@w@dopté pour cette analyse.

Tableau Ill : Vitesses et gradients d’élution (%)

Phase A Acétonitrile pure;

Phase B H,SOy (0, 2%)
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Le débit est fixé a 1 mihin, la détection se fait a 254 nm et le volumexttat injecté

est fixé a 2Qul.
* Préparation de I'extrait

0,59 de BHT ont été dissouts dans 500ml de méth&twhl de solution ont été
additionnés a 0,5g de poudre, on ajoute 10ml de HBA), ensuite on agite pendant 15min,
aprées on porte le mélange a l'incubation dans umrbarie pendant 2h a 90°C.

Apres incubation, on filtre le mélange au travéwndnicro filtre de 0,45 ou 0,22 um.
I'échantillon est filtré est conservé a 4°C avaah snjection dans l'appareil de I'HPLC
(Benahmed Djilalet al., (2016).

Figurel5 : I'extrait filtré

* Préparation des étalons
Trois types de flavonoides standards (catéchinesrcgtine et l'acide hyderoxy
benzoique) ont été utilisés. Ces étalons sont prgkans I'éthanol a raison (50 mg de chaque
étalon dans 10 ml d’éthanol) ensuite on agite pendéld min. Les solutions ainsi obtenues
sont filtrées a travers un micro filtre de 0,450022 um (Benahmed Djiladt al., (2016).

IV.4.4. 13. Analyse de la microstructure des pousire

Mode opératoire

L’analyse de la microstructure d’une poudre. Cigst méthode d’analyse directe qui
consiste a balayer la surface d’'un échantillonyrafaisceau focalisé d’électrons accélérés a
des tensions de 5 a 30 kv. Ces électrons vonagiteavec la surface de I'échantillon.

Le signal émis en chaque point de la surface dgdtaest synchronisé avec celui d’'un
écran vidéo. Cela permet la formation d’une imagmmosite modulée par l'intensité du
signal détecté (Fontanille et Gnanou, 1994).
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Les structures microscopiques des différentes ga de Pyracantha coccinea issues
des deux modes de séchage étudiés ont été anabgeesin microscope électroniqa
balayage de typ@HILIPS ESEM XL 30 au niveau du laboratoire de chimie de 'TUMM"

IV.4. 4.14 Activité antimicrobienne
La détermination de l'activité microbienia été évaluésur les extraits phénoligL

(aqueux et éthanoique@jigure 16 issus des poudres obtenues aprés sé@ air libre et a
air chaud a 65 et 75°C.

Figure 16 : Aspectdes extraitphénoliques issus des poudredPgeacantha coccinea
a) extraits aqueux, b) extraits éthanoiques
L’évaluation de I'activité antibactérienne de notre extrait a é#dtef sur 6 souche
microbiennes.
» Préparation des milieux de cultu

Pour notre travail nous avons utililes milieux de culture suivants:

La gélose Muller Hinton (MF a été utilisée poules souches bactérieni la gélose
Sabauraud a été utilisgmur les souches fongigt. La compositiondes deux milieux est
présentée dans I'annexe 1.

» Préparation des disqu
Nous avons préparé les disques par papier watte6mm de diameétre, ensuite el
ont été miseslans un tube a essai, le tubestérilisésdans un autoclave dans un tube a €
bien fermer. Et garder le jusqu'a l'utilisati
» Préparationdes pré cultures
Les souchebactériennea tester ont été cultivées dans des b de Pétri contenant
de la gélose nutritive et incab: pendant 18 a 20 h a 37°C. De méms,douches fongiqu:

atester ont été cultivées dans des bcde Pétri contenant le miliewaBourad et incubées a
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28 °C pendant 5 & 7 jours. A la fin de I'incubation obtient des cultures jeunes de colonies
isolées.
» Standardisation des suspensions bactériennes

A l'aide d’'une pipette Pasteur, nous avons prétpugques colonies bien isolées et
parfaitement identiques que I'on a mises dans 18'@alu physiologique stérile a 0,9% de sel
(NaCl). La suspension bactérienne est bien homasgEmeé

L’absorbance (densité optiqgue) de chaque susperesbrmesurée a une longueur
d'onde de 620 nm et doit étre comprise entre 0108,k cela selon Benhammat al.,
(2008).

» Mise en évidence de l'activité antibactérienne paméthode des disques

La méthode de diffusion a partir d’'un disque awilisée pour mettre en évidence
I'activité antimicrobienne (Benjeladt al., 1986).

Les disques préparés sont imbibés dellfe chaque extrait. Par ailleurs, la gélose de
Mueller-Hinton stérile a été coulée dans des baleeRétri de 90 mm de diametre jusqu’a une
épaisseur de 4 mm puis laissée refroidir.

Des boites de Pétri stériles préalablement couléssmt ensemencées par
ecouvillonnage a l'aide d'un écouvillon stérile, ternant chaque fois la boite d’environ
60°de telle sorte a assurer une distribution ha@megles bactéries.

A l'aide d'une pince stérile, les disques de pdiiliee contenant les produits a tester
sont déposés a la surface de la gélose.

L'activité antimicrobienne est déterminée en meguta diametre de la zone d'inhibition
produite autour des disques apres la durée d’irimuba la température du germe testé.
» Lecture

La lecture se fait par la mesure des diamétreszdess d’inhibition et peut étre
symbolisée par des signes d’apres la sensibilgésdaches vis-a-vis de I'extrait (Porete
al, 2003).

» Souche non sensible (-) ou résistante : diametra 8 mm ;
» Souche sensible (+) : diametre compris entre 4 e ;

» Souche trés sensible (++) : diamétre compris eriret 19 mm ;

» Souche extrémement sensible (+++) : diametré 20 mm.
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V. 1. Cinétique de séchage

Les figures (17 &8) illustrent les cinétiques de séchagePgeacantha coccinea
air chaud (65° et 75°C) et air lib

80,0
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50,0

40,0

Humidité (%)

30,0

20,0

10,0
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(]
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Figure 17: Courbes de shage de fruitPyracantha coccinea air chau(65°et 75°C)

70 - —@—aire libre

60 -
50 -

40 -
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6,. 10 12
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Figurel8: Courbe de séchage fruit Pyracantha coccinea air libre
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Les figures (17-1&)ontren les courbes de séchage de frRBigfracantha coccine a
65°C ,75°C et a air libre. Ceempératures deechage ont été sélectionnées dans linter

de températures conventionnellement utilisées péciner les fruits dégume.

Tous les échantillonmrésenter globalement deux phases déchag distinctes : la
premiere se caractérise pare vitessede séchage constante qui refléte élimination d’eau
trop rapide, quant a ldeuxiemephase, la vitesse de séghadevient len. Ces résultats sont
en accord avec d’autres travaux signalant la pogsda deux périodes de séchage (Bimb
1978 ; Sainclivier, 1985Poernomcet al 1992).

Nous remarquonsauss que, le temps de séchage diminue considérablemat
laugmentation de la températuEn effet les températures de 65°C et 75°C favariden
vitesses de séchage rapides.

Nos résultats sont en accords avec ceux de Madeet a1996 ; Pezzutti et
Crapiste(1997) et Sharma et Prasad(2001) qui ontiti&garr le séchage de I’

En ce qui concerne, le changement observé danalliess correspond a un po
critique (voir fleche sur les figures -18). Ce point explique un changement d structure
du fuit (Benahmed [lali, 2012).

Le temps découlé pour avoir une humidité de 4%les315nin et 240min en sécha
a 65 et 75°C respectivement. Cependanmémehumidité est atteinteendant une longue
durée (9 jours en séchant le fruit air daux a la température de I'ambie. Lorsque
’humidité dépasse ce seuil, différentes réactaalérations peuvent avoir lie

Les poudres obtent (figure 19)sont utilisées pour des analy:ultérieures, étant
donné que l'objectif pncipale du séchage des aliments est |la rédudioleur teneur en e:

afin de prolongeles durées dconservation (Okost al., 1992).

a) b) C)

Figure 19 Les différentes poudr de Pyracantha coccineabtenuespar les deux modes

de séchage.

(a) Poudreissue de séchage de fruit a air | ;(b) Poudrassue de séchage de frui
75°C; (c) Poudre issue de séchage de fréibeC
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V.2.Résultats de la caractérisation morphologique @ fruit

Les résultats des parametres physiques (la massetaille et le diametre)
caractéristiques de frulPyracantha coccineaont présentés dans le tableau IV.

Tableau IV : parametres physiques de fiaitracantha coccinetn=10)

240.1+48,08

En comparant la valeur de la masse de ce fruitgmport a celles rapportées par Ozcan
et al (2005) (303mg) et Boudaraa, (2008) (343mg) caraent I'aubépineCrateegus
monogyna JagNous pouvons déduire que cette valeur est infégi@ celle deCrateegus
monogyna Jaq

Il est important de signaler que, en aurasice fruit n’a été caractérisé dans des travaux
ultérieurs.

V.3. Résultats d’analyse phytochimique
Cette analyse qualitative nous a jgede mettre en évidence les différentes classes
de métabolites secondaires que contient ce fies résultats obtenus sont mentionnés dans

le tableau V.

53



Chapitre V Résultats et discuss

Tableau V : Résultats de screeniphotochimique de fruitPyracantha coccine

Anthocyanes

Tanins

Tanins galliques (+++)
Flavonoides (++)
Quinones libres ()
Alcaloides (+++)
Glucosides (+++)
Coumarines (+)
Saponines triterpéniqu )
Saponines stéroidiqt ()
Sennosides 0
Quinones combiné )

(+++): Abondanc ; (++) : moyenne ; (+) : faible ; (:)absenc

Selon les résultapgésentés dans le tableai, on constatea présence de certai
composéorganiques a des fortes proportions tels que l@agatanins galliques, alcaloids
et les glucosides. De méme, les flavonoides s@sepis a des teneurs moyennes. On tr

ausi, les anthocyanes et les coumarines qui sontepig®sa des faibles quantité
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Néanmoins, les quinones (libres et combinéeskdpsnines (tri terpéniques et stéroidiques),
et les sennosides sont absents dans ce fruit.
En effet, ces métabolites (tanins, flevides) ont été déja recherchés par (Balghir

al., 2013) traitant du méme fruit, ces résultfgment effectivement nos résultats.

V.4. Résultats des parametres physico-chimiques dit
V.4.1.Teneur en eau
Le tableau VI présente les valeurs de @humidité et de la matiere séche de fruit

Pyracantha coccinea

Tableau VI : Teneur en eau et en matiere seche duRyriacantha coccinefn=3)

| ey [rewrennatre e 09

79,7 £0,004 20,3+0,004

L’analyse de notre fruit a révélé un taux d’huméditenviron 79,7%. La teneur trouvée
est tres élevée ce qui incite différentes alténatiaprés la récolte. Il est indispensable de
réaliser le séchage dont le but de conserver leditég initiales de ce fruit lors de
'entreposage. Comparativement aux valeurs trouvdes d’autres variétés de la méme
famille en l'occurrence, lerataegus monogyna Jac@L’aubépine) a été caractérisée par
Couplan, (1998), qu’a signalés la valeur en eavi2dé.

Si on compare la teneur en eau de ce fruit a celbesvées chez les especggiphus
maritiana (Grosskinsky et Gullick, 2000%iyphus spin-christ{Anotony, 2005) eZiyphus
jujuba (Catoireet al., 1994 ; Benahmed Djilakt al., 2016) dont les teneurs sont comprises
entre 46 et 85%.

V.4.2.Caractérisation physico-chimique des poudresbtenues
La composition physico-chimique des poudres obtennofuence significativement
la qualité du produit fini.

Les résultats de certains parametres physico-chesigles poudres de ce fruit sont

résumeés dans le tableau VII.
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Tableau VII: Résultats de quelques parametres physico-chimapgepoudres obtenues

(n=

4,870+0,027

3)

5,077+0,01]1 4,813+0,0

4 5,013+0,(a18

4 4

1,255+0,001

6,777+0,001 3,414+0,0(

)5 6,390+0,(101

98,744+0,001

BE

93,222+0,001 96,585+0,005

93,609+0,00

0,483+0,030 0,904+0,038 1,137+0,116  1,341+0,(p7

132 114 79,2 123
1,200+0,058 1,58810,28113 0,995+0,010  0,951+0,(K6
0,193+0,015 0,57710,03* 0,596+0,9¢4 P4
0,379+0,099 b7

| 0,956+0,041

0,956+0,30 i

Les résultats obtenus montrent que, les trois msupiésentent un pH Iégerement acide

qui varie entre 4,813 et 5,077.

Nous remarquons que, le mode de séchage influanteméur en cendres. Les poudres

issues de séchage de fruit a 75°C et a air libteles teneurs similaires. Cependant, le fruit a

I'état frais et la poudre obtenue a 65°C présdrdes teneurs plus faibles. Cette différence

peut s’expliquer par le taux de dégradation ded#ére organique.

Le méme effet a été observé pour I'acidité, unerargation de la température de l'air

de séchage influence positivement la valeur deditgctitrable. En effet, les poudres issues

de séchage de fruit a air chaud présentent desirgsakn acidité similaires et qui sont

importantes en comparaison avec celle obtenue @rasgle fruit a air libre (0,904+0,030g
d’acide citrique /100gMS) et celle de fruit frai5483+0,030 g d’acide citrique /100gMS).
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L’acidité de ce fruit est comparable a celle desétéds des dattes (0,13g d’acide
citriqgue /100gMS) KMach-Deglg et (1,84g d’acide citrique/100gMS¥harg (Benahmad
Dijilali, 2012).

Cette différence peut s’expliquer d’'une part padégré de maturation de fruit et
d’autre part, par le degré d'élimination d’eau & traduit par une augmentation des
matieres seches des produits et une concentrainarquable d’éléments (Harisoamahefa,
2013).

Il ressort du tableau VII que, les poudres obtereteke fruit frais ont tres faibles
valeurs en sucres (inférieures a 2%).

Nous constatons que, la température de séchagenicl négativement la teneur en
saccharose, les poudres issues de séchage da fairitchaud (65 et 75°C) présentent des
valeurs tres proches respectivement (0,427 + 0Oed@7379 + 0,099 g/100 ml) et qui restent
faibles a celles de fruit frais et de la poudraiéssiu séchage a air libre. Cette difféerence
s’explique par le phénomene de caramélisation dehsaose lors de séchage.

Le fruit et les trois poudres sont riches en vitaaC, le fruit a I'état frais a une valeur
plus élevée en vitamine C (132mg/l), cette valestr @®mparable a celle trouvée chez la
Goyave qui est de (126,37mg/l) (Harisoamahefa, p013

La teneur en vitamine C diminue en augmentant fapé&ature une valeur de
(79,2mgl/l) a été constatée en séchant le fruit 2806%.a valeur trouvée est presque similaire a
celle du fruit de Papaye qui est de (67,3mg/l) (steamahefa, 2013).

La teneur en vitamine C de chaque échantillon di¢ diminue aprés le séchage. La
diminution s’explique par le fait que les vitamineent sensibles a la chaleur et aux
différentes réactions d’oxydation.

Nous pouvons conclure gue, le séchage de ce frair @oux préserve mieux la

vitamine C.
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V.5.Les éléments minéraux

Tableau VIl : Composition minérale de fruityracantha coccinea

26569,95
25486,37
5663,422
508,6550
292,294

228,949
183,57
6,887
5,178
0,136

Les résultats présentés dans le tableau VIII, eéxeéjue, le fruiPyracantha coccinea
est riche en minéraux essentiels a I'organismeifsadmagnésium, Fer, Zinc, manganése et
en cuivre). Ce fruit peut répondre a plusieurs oies que I'étre humain souffre.

En effet, le fer participe a la fonction vitaleaftisport des électrons et cofacteur des
réactions d’oxydoréduction), le sodium a un rolesdé& conduction du systéme nerveux et
dans I'équilibre hydroélectrique.

De méme, le magnésium joue un role dans la régulaie I'influx nerveux et comme
cofacteur de plus de 3000 systéemes enzymatiqusiscgia dans la stabilité membranaire.

Les métaux lourds tels que le nichel, le potassietme chrome sont aussi présents
mais a des quantités plus faibles voire négligsablandis que le Plomb constitue une
teneur importante.

V.6. Analyse quantitative des composés phénoliques
V.6.1. Dosage des polyphénols

La teneur en composés phénoliques obtenus a dadidifférents extraits (aqueux et

éthanoique) a été estimée grace a une courbeatiataje.
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Les résultats obtenus pour le dosage des polyphémolutilisant I'équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage ¢raegl’'acide gallique sont rapportés dans la

(figure 20). Les valeurs sont les moyennes + ETrale répétitions.

Teneuren 140 7

polyphenols (mg1 2 M Extrait aqueux
EAG/g MS) ]

M Extrait éthanoique

100 A
80 -
60 -
40 -

20 -

Fruit a I'état frais Fruit séché a air libre
Nature de fruit

Figure 20 : Résultats relatifs aux taux des polyphénols désrdnts extraits a base de
Pyracantha coccinea
Les résultats montrent que les extraits éthanojgéparés a partir du fruit frais et le
fruit séché a aire libre présentent des teneursoitaptes en polyphénols respectivement
(113,79+45,5 ; 95,38+4,2 mg EAG/g MS).Contrairementx extraits aqueux (66,20+4,9 mg
EAG/g MS ; 84,69+2,8 mg EAG/g MS) respectivemergparrés a base des fruits frais et
séchés a air libre.

En effet, le dosage par ce réactif donne une étialuglobale de tous les composés
phénoliques d'un extrait. Il n'est pas spécifiquex golyphénols, en outre, certaines
substances, telles que la vitamine C, les caradéspiles sucres réducteurs et les acides
aminés phénoliques, peuvent en réduisant le complgxhosphotungstique -
phosphomolybdique interférent et accordent unessiomation de la teneur en polyphénols
(Gomez-caravacat al, 2006). En fait, cette méthode donne un apergulasuqualité
réductrice d’'un ensemble de composés en plus lgplEmnols.

La distribution des métabolites secondaires peuwinger pendant le développement
de la plante. Ceci peut étre lié aux conditionsnatiques dures (la température élevée,

exposition solaire, sécheresse, salinité), quildént la biosynthése des métabolites
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secondaires tels que les polyphénols (Failedi.,2008).
En effet, la teneur des composés phénoliques glamee dépend d'un certain nombre
de facteurs intrinseques (génétique) et extrinsees conditions climatiques, les pratiques

culturelles, la maturité a la récolte et les candd de stockage) (Falleét al., 2008 ;
Podsedek, 2007).

V.6.1.2.Résultats d’analyse statistiques des po&yis

Les quantités moyennes des polyphénols du frug &adu fruit séché a air libre sont
représentées dans le tableau 1X

Tableau IX : quantités moyennes en polyphénols extraits (hG/E MS)

1132,260

57,38

75,431 170,32

104,581 169,592

Le tableau IX montre que le fruit a I'état fraig@p macération dans I'éthanol présente
la teneur la plus élevée en polyphénols de I'oddre(113,79 mg EAG/g MS).

La variabilité¢ des quantités de polyphénols etdémia air libre reste acceptable a
I'exception de fruit frais dont le coefficient danation (CV%) est de 37,38% dépassant le
seuil de fluctuation biologiqguement admis de 35%.

Cette variabilité modérée dénote de la maitriseladéechnique d’extraction et /ou de
’'hnomogénéité des unités d’échantillonnage utiksée

La quantité attendue dans 95% de cas ne présenttepgrands écarts par rapport aux
guantités extraites a I'exception de fruit fraimmtibintervalle de confiance est de (75,90 mg
EAG/g MS) représentant 85,19% de la quantité drtrai
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Enfin les erreurs enregistrées sont supérieureseatl biologiqguement admis a
I'exception des quantités extraites avec le soledmanol avec une erreur de 14,71%.

V.6.2.Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon tlaoaet d’AICE en utilisant comme
standard la quercetine.
Les résultats obtenus pour le dosage des flavos@iole rapportés dans la (figure 21).
Les valeurs sont les moyennes = ET de trois riéqmesi
60 -

® Extrait aqueux
Tenure en

fIavononesmg5 0
(EQ/g MS)

B Extrait éthanoique

20 -

10 A

Fruit a 'état Fruit séché a  65°C 75°C
frais air libre

les temperatures de séchage

Figure 21: Résultats relatifs aux taux des flavonoides dié&rdnts extraits a base de
Pyracantha coccinea
Les résultats de dosage quantitatif revélent gexetrdit éthanoique issu de fruit séche
a75°C a une forte teneur en flavonoides (52,97+i@XEQ/g MS), par rapport aux extraits
issus des fruits séchés par les différents modsgaieage.

Par ailleurs, les I'extrait aqueux et éthanoiquedrdit séché a air libre présente une
teneur élevée en flavonoides (39,75+1,62 mg EQ/Y Bl8vi par les deux extraits préparés a
base des fruits séchés a air chaud (65°C et 757%¢) las valeurs (26,69+0,95 ; 34,92+1,87
mg EQ/g MS) respectivement.
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Nous remarquons aussi que, les extraits aqueuxhand@que issus de fruit frais
présentent des faibles teneurs en flavonoides @1Q,24 ; 15,30+0,86 mg EQ/g MS)
respectivement.

V.6.2.1.Résultats d’analyse statistiques des flavides

Les quantités moyennes des flavonoides extraggepdudres dByracantha coccinea
séché a différentes températures (65°C, 75°C ait, lébre) et le fruit frais aprés macération
dans les deux solvants (eau distillée et I'éthasofit représentées dans le tableau X

Tableau X : quantités moyennes des flavonoides extraitsE@uy MS).

3,38

14,418

21,582

162,900

140,231

268,465

Le tableau X montre que les quantités des flavawitks différents extraites varient
de (14,01mg EQ/qg) pour I'extraction de fruit frads(43,95mg EQ/g MS) pour I'extraction a
75°C. Avec une teneur maximale de (52,98mg EQ/g BtSutilisant éthanol. De méme |l
semble que la tendance vas des quantités élevémgeetl’éthanol avec une moyenne de
(36,67mg EQ/g MS).

La variabilité des quantités acceptables pour deslitions d’extraction avec des CV%
allant 13,06% a 29,03% alors que cette dernieree@s€levée pour les deux solvants utilisés,
les coefficients de variations estimés sont de 28h,%®t de 44,68%, dépassant le seuil de
variabilité biologiquement admis de 35%.
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Par ailleurs, sous les différentes conditions damtion testées, les quantités
moyennes de flavonoide auxquelles on pourraitesidte dans 95% de cas, varieraient de
(14,01+4,10 mg EQ/g MS) (fruits frais) a (43,952Z8Bng EQ/g MS) (fruit séché a 75°C).

Les erreurs estimées dépassent le seuil de 10 &b biologiguement admis pour
les quarte conditions et les deux solvants d’ektraaitilisés, ce qui pourrait étre expliqué par
la variabilité excessive ou/et par l'insuffisaneeld taille de I'échantillon utilisé.

V.6.2.2.Effet des facteurs étudiés

L’analyse de la variance des quantités de flave®iektraites (Tableau XI) montre
gue l'action des températures de séchage est dateta.

Tableau Xl : Analyse de la variance des quantités de flawdesiextraite en (mg
EQ/Q).

1156,58

132,77
69,51
1348,86

Avec

Fobs: fréquence observée

CM : carré moyen

SCE: Somme des carrées des écarts

ddl : degré de liberté

Nous remarquons que F observé (16,69) est supériaurcelle de F théorique
correspondante égale a 9,28 avec un risque d’arrebivb.

Par contre, on constate que, les différences datrgolvant d’extraction et les
interactions (solvant-température), ne sont pasifgigtives car les fréquences observées
estimés sont respectivement de 5,73 et 1.Ellet interieures aux fréquences théoriques
correspondantes égales respectivement a 10,1,28a 9
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Ceci peut étre expliqué, soit par I'absence deibacde solvant, ou bien cette action
n‘apparait pas, suite a l'influence plus conséqeetitiutres facteurs (synergie entre les

facteurs).
V.6.2.3.Détermination des groupes homogénes

La méthode de la plus petite difféerence signifieat(PPDS) de Student a permis

d’obtenir la matrice de comparaison suivante (éablXIl).

Tableau Xll: Matrice de comparaison des conditions d’extractio

12,46
1,52 13,97

Il ressort de ce tableau que, les conditions fatrdeux groupes homogénes
Groupe N° 1 : fruit frais
Groupe N° 2 : fruit séché a air libre et a 65°C.

Le fruit séché a 75°C n’est pas classé, car ipesthe du 2" groupe et en méme temps

differe de 'un de ses traitements le fruit séalgb°C.

Enfin le test de Gupta-sobel a révélé que, sdakesrois conditions présentent des

guantités moyennes de flavonoides supérieursgadatité moyenne maximale (52,97mg
EQ /9).

La quantité de Gupta sobel (17,34 mg EQ /g) ; dgi’ de la quantité moyenne
maximale (52,97 mg EQ /g) obtenue pour la tempézate 75°C avec I'éthanol, suivie de la
guantité moyenne obtenue a I'air libre avec I'étliaat I'eau distillée respectivement estimées
a (45 mg EQ /g) et a (39,75 mg EQ /g).

En ce qui concerne I'action des deux facteursatedeur en polyphénols en utilisant
le test de comparaison de Student a révélé deéralifes significatives entre les deux
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solvants utilisés car la température observée éstin3,87 est supérieure a la température de
3,169 correspondants a un risque d’erretd,05 et a un degre de liberté égal a 10. Par contre
le « t » observée relatif & la quantité extraitessies deux conditions estimé a 355 &8t trés
inferieure au «t» théorique correspondant €g&l1%9. Ce qui exclue toute différence

significative entre les deux conditions (eau tési éthanol).
V.6.3.Relation entre les quantités totales de poljgnols et de flavonoides extraits

Le coefficient de corrélation @R estimé & 0,71 indique que la relation entredimsx
variables (polyphénols /flavonoides) est positiveinélevée ; la quantité de Flavonoides
dépendrait pour 52% de celles des polyphénols eacaefficient de détermination est
important d’ou la possibilité de prévision d‘estiina et de modification de la teneur des
polyphénols extraite en flavonoides (la modélisgtio

Pour conclue, I'analyse statistique n’'a pas modédifférence significative entre les
guantités de flavonoides extraites avec l'utii@atles deux solvants (eau distillée, éthanol),

ainsi que l'interaction (solvants et conditionsxdfactions), mais cela n’exclue pas leur effet.

Cecli peut étre explique soit par l'action des sesiqui serait tres faibles, ou bien les
deux influences sont importantes, elles n‘appagaispas suite a I'action plus conséquente
des résidus (autre facteur), d’'ou I'importance '@edluation de I'action des résiduelle par le
coefficient de variation résiduel(QY estimé a 3,68% étant inferieur a 10%, I'action
résiduelle est donc négligeable ce qui confirmdiaisence de I'influence du facteur solvant

ainsi que les interactions.(solvants et conditidesgtractions).

Néanmoins celle-ci pourrait étre déterminante nraite non apparente suite aux
conditions d’échantillonnage en I'occurrence l'iff@ance de la taille de I'échantillon et celle
du nombre de la variante pour le facteur solvaatixdvariantes d’ou le faible degré de liberté
(ddI=1).

V.6.4.Dosage des fractions des flavonoides

Tableau Xlll : Teneurs des fractions de flavonoides’gieacantha coccineaxprimées en

milligramme d’équivalent de quercetine par gramnextdait sec (mg EQ/Q).
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Figure 22 : dosage des fractions des flavonoides

Les résultats obtenus montrent que, le solvanttardml constitue un meilleur solvant
d’extraction des flavonoides en utilisant le fregché a air libre avec (4,38mgEQ/qg) suivi de
'acétate d’éthyle (3,82 mgEQ/qg), puis la fractiagqueuse F4 (3,19 mgEQ/qg) et la fraction
aglycone (2,47 mgEQ/g). Cette variation dans las thextraction pourrait étre expliquée par
la polarité des solvants utilisés qui extraient elesités différentes impliquant la présence de
différentes structures phénoliques dans chaquadreétudiée.

Ces résultats sont similaires & ceux trouvés Ppanghmed djilalet al.,2016) qui ont
travaillé sur la poudre du jujubier séché avec [DEtente Instantanée Controlée)

Selon (Elagoun, 2003)acétate d'éthyle est utilisé pour I'extractionsdiavonoides
aglycoesa ou flavonoides mono O- glycosides etglarhent di-O-glycosides, tandis que le
n-butanol est utilisé pour I'extraction des flaviaes di-O-glycosides et tri-glycosides et
Cglycosides.

Nous remarquons aussi que, le séchage de fruit°’@ 6fite la dégradation des

flavonoides des différentes fractions étudiées.

66



Chapitre V Résultats et discussion

V.7.Analyse qualitative par Chromatographie a HautePerformance

La Chromatographie a haute performance permetrtifitkr la présence de quelques
substances phénoliques dans l'extrait étudié, eparecomparaison entre les temps de
rétention (TR) des standards et le chromatogranenextrait (Figures 23, 24, 25 et 26).

Le méthanol utilisé a un role protecteur. Il pentpécher les composés phénoliques
d’étre oxydés par des enzymes, telles que les phrdruases.
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Figure 23 : Chromatogramme de la catéchine
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Figure 24 : Chromatogramme de I'acide hydroxybenzoique
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Figure25 : Chromatogramme de la quercétine
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Figure 26 : Chromatogramme de I'extrait méthanoiquePgeeacantha coccinea

Tableau XIV : Temps de rétention des flavonoides standards

Quercétine

Catéchine

Acide hydroxy- benzoiqué

Quercétine

Nouveau composé

Nouveau composé§

Nouveau composé§

Nouveau composé§

Il ressort des deux tableaux (XIV et XV), que I'et éthanoique issu de la poudre de

Pyracantha coccineaéchéa air libre possede de la quercétine avec une teh@g/g MS et
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d’autres nouveaux flavonoides. Nous remarquonsi auss|'acide hydroxybenzoique et la
catéchine sont absents.

Il est a signaler que, les trois standards analgséd des composés aromatiques
responsables de I'ardme. En effet, le fruit anaydétat frais se caractérise par une odeur
plus moins intense et une saveur acide plus ausmsoicrée (pauvre en sucres) et une couleur
orange trés attirante. Nous pouvons conclure queethage influence la disponibilité des
composés phénoliques surtout les composés aroraatiqu

Nos résultats sont similaires a ceux de Talbi $2&t Benahmed Djilaket al (2016)
gu'ont a identifié les mémes types de flavonoidgselcétine, hydroxybenzoique et la
catéchine) des espéces de plantes médiciatesnesiacampestrist le fruit deZiziphus
jujubarespectivement.

Par manque d’étalons, il serait intéressant decbleerd’autres composés en utilisant
d’'autres étalons.

V.8. Structures microscopiques des poudres
Les résultats de I'analyse de MEB sont présentss ldafigure ci-dessous

4 o 4 i
an l'D 3 wn
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Figure 27: Structures microscopiques des poudres deRyriacantha coccinea
a) séchées a air libre ;b) séché a 65°C et c) sézbé@

Les poudres de fruRyracantha coccinessues des deux modes de séchage présentent
presque la méme couleur marron, d’'odeur moins $eteat de saveur acide plus au moins
sucrée. Nous constatons que, les poudres issusgctiage de fruit a air libre et a 75°C
présentent des particules de formes relativemeggutieres lisses non poreuses formant des
aglomérats colmatés de différentes tailles ressamhbh la structure des particules de
polymeres (Figure 27 a; c) Cependant, celle olten®5°C est constituée des réseaux de
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filaments superposés munis des pores. Globalemette, poudre présente un bon écoulement
gu’est une caractéristique tres intéressante de geivue propriétés pharmacodynamique des
poudres fonctionnelles.
V.9. Résultats de I'activité microbienne

La détermination de la zone d'inhibition permeteuestimation du caractere de
sensibilité ou de résistance de la souche bacterie@ontre les extraits testés. Si aucune
colonie n’est observée dans la zone d'inhibitiGexttait est considéré comme bactéricide par
contre, si quelques colonies sont présentes (esitdefaible), I'extrait est défini comme
bactériostatique.
V.9.1.Résultats de l'activité antibactérienne

Les résultats du test de sensibilité microbienme extraits sont regroupés dans le
tableau suivant :

Tableau XVI : Diameétres (mm) des zones d'inhibitions (moyenBd’) exprimés

pour les extraits des trois poudres (n=3)

~ewe [ vee | e

Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait
agueux | éthanoiquefl aqueux | éthanoiquel| aqueux | éthanoique

E.coli ATCC
25322

11,3#1,1

(+)

16,8+3,1

(++)
10,3+1,2
(+)

P. aeruginosa

S. aureus ATC(

0 12,3+0,8 14,8+0,5 0 0 11,1i0,

S. aureus
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12,5+2,3

K. pneumoia

Remarque :le diamétre des disques = 6 mm sont inclus danséssires.

30 -
B Extrait éthanoique 75°C
25 1 m Extrait éthanoique 65°C

Extrait éthanoique air libre

I'ill

Microorganismes

Diamétre des zones d'inhibition en (mm)
(03]

Figure 28 : Représentation graphique des diameétres des zonbibition en (mm)

exprimées par les extraits éthanoiques de diffésgmbudres dRyracantha coccinea.
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Figure 29 : Représentation graphique des diametres des zonbibiion en (mm)

exprimées par les extraits aqueux de différentesigs dd’yracantha coccinea.

L’action bactériostatique se traduit par I'apparitd’une zone d’inhibition autour du
disque de papier imprégné d’extrait étudie. Lesneimes des zones d’inhibition different
d’une bactérie a une autre et d’'un extrait a ureaut

Comme cela a été rapporté dans la littératures awans considéré qu’un extrait a une
action bactériostatique, si son diamétre d’inhilmitiest supérieur a 9 mm (Hassarakt,
2006).

D’aprés ce tableau XVI et les figures présenté dansexe 4), on peut déduire I'effet
antibactérien de fruiPyracantha coccineaur I'ensemble des souches bactériennes Gram(+)
et Gram (-) testées. Cet effet, est du a la poesdas flavonoides et des polyphénols qui sont
des métabolites secondaires, réputés pour des affébactériens (Havsteen, 2002).

Les résultats montrent clairement que I'extraitaébique dePyracantha coccinea
séché a 75°C présente une grande zone d’inhil2i®» mm+2,6) vis-a-vig. coli ATCC

Toutefois, I'extrait éthanoique issu de fruit sééh&5°C a un effet bactériostatique sur

toutes les souches bactériennes testées mais @eveoies moins importantes.
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Il s’avere queStaphylococcus aureus AT@Gt resistante contre tous les extraits teste.

Klebsiella pneumoniaprésente une résistance contre I'extrait issurdi $éché a
I'air libre.

Tous les extraits aqueux issus de fRyracantha coccineaéché par les deux modes
de séchage (air chaud a 65°C et air libre) monttestzones d’inhibitions moins importantes
vis-a-vis les souches testées en comparaison ascelttenues en utilisant les extraits
éthanoiques.

En effet,E. Coli ATCC et Pseudomonas aeruginasant sensibles a I'extrait aqueux
issu de fruit séché a lair libre avec des zoneshibition (11,3+1,1; 10,3t1,2 mm)
respectivement.

CependantStaphylococcus aureywrésente une sensibilité a I'extrait aqueux de la
poudre séchée a 65°C et I'extrait éthanoique 754 &bre.

L'extrait aqueux de la poudre séchée a 75°c neeptésaucune activité inhibitrice
vis—a-vis de toutes les souches testées.

V.9.2. Résultats de l'activité anti fongique

Tableau XVII: Diamétres (mm) des zones d'inhibitions (moyen&d xexprimés pour
I'extrait des trois poudres (n=3)

Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait
agueux | éthanoiquef| agueux | éthanoique| aqueux | éthanoique

12,8+1
(+)

A. Niger

C. albicans 16,1+3,7 16,3+1,7

(++) (++)

Remarque :le diametre des disques = 6 mm sont inclus danséssires.
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Figure 30 : Représentation graphique des diametres des zonbibiion en (mm)

exprimées par les extraits éthanoiques de diffésgmbudres dRyracantha coccinea.

Les résultats rassemblés dans le tableau XViesfigures (Annexe4) montrent que,
tous les extraits éthanoiques ont une activitéfangique contre leCandida albicans
L’extraits éthanoiques issus de fruit séché a 7pf€sentent une zone d’inhibition qui est de
(212,8mm) contréspergillus Niger.

Cependant, l'extrait éthanoique issu de fruit sééhé&65°C n’exerce aucune activité
antifongique vis-a-vig\spergillus Niger.

En outre, tous les extraits aqueux de notre fngt présentent aucune activité
inhibitrice sur les deux souches fongiques testées.

Nous pouvons expliquer linhibition par deux effetl’effet de la température de
séchage de fruit, ou bien la nature du solvanttcheiion. Les deux effets ont un impact sur
la disponibilité des substances bioactives.

En effet, I'éthanol peut pénétrer dans les paras tbvures et des moisissures
contrairement a I'eau qui ne diffuse pas dans leip vue la rigidité de la structure
mycélienne qui est constitué de trois polysacclearidB-1,3 glucane la chitine et la mannane
associées par des liaisons chimiques (Fagkds., 1985).

Il est probable que, les molécules contenues demsextraits testés inhibent la
synthése de la chitine et agissent alors commainsrantibiotiques (Isono et Suzuki, 1979).
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D’autre part, le mécanisme d’action des agentsracribbiens sur les levures reste mal connu
(Isono et Suzuki, 1979 Hassanal ., 2006).

I en ressort de cette analyse que chaque exagit differemment sur les
microorganismes c’est-a-dire qu’un extrait peutiauoe action importante sur un germe, ou
une action moindre, voire méme nulle sur un autre.

On constate également que, I'extrait éthanoiquercexune activité inhibitrice plus
performante que celle de I'extrait aqueux, cecit@éxpliquer par la capacité de I'éthanol a
se propager dans la paroi et libérer les substautees.

Cette activité antibactérienne peut étre expliqueiele mécanisme de toxicité vis-a-
vis des microorganismes qui se fait par des intienag spécifiques.

Il a été rapporté que les extraits de plantes eudmup d’autres préparations
phytochimique riche en flavonoides ont possédé aatiwité antimicrobienne (Tinet al .,
2005).

Grace a leur structure caractérisée par la présdacgroupe phénolique et d’autres
fonctions chimiques, les flavonoides sont consgléddmme de trés bons agents

antimicrobiens (Harborne et Williams ., 2000).
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Dans le présent travail, nous nous sommes inté&reasédeux modes de séchdge
libre et air chaud a deux températures 65°C et y8e&QGuit Pyracantha coccinea.

Les cinétiques de séchage relatives aux deux peésceglélent 'existence de deux
phases : phase a vitesse constante et phasesed@goissante (ralentissement).

Le screening phytochimique réalisé sur la poudrdéudteséché a air libre montre la
présence de certains métabolites secondairesdieal glucosides, flavonoides, les tanins
galliques, les tanins, les anthocyanes).

Les résultats de caractérisation physico-chimigeg poudres séchées a différentes
températures révelent que, ce fruit a une humélaeée qui est de (79,7% +0.004), un pH
légerement acide ,et une teneure faible en aditliédle qui varie entre (0,483+0,030 g /100g
MS et (1,137+0,116 g /100g MS), et en sucres totatséducteurs.

Ce fuit représente une source importante en vitesn@et en minéraux : Fe (5663,422
mg /l), Zn (508,6550 mg/l), Mg (25486,37 mg/l), {6569,95 mg/l), Mn (292,294mg/l), Cu
(228,949 mgl/l), cela lui confére ces qualités itiatinelles.

L’analyse qualitative effectuée par (HPLC) a momdrerésence de la quercetine dans
notre fruit.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux et tlavonoides a révele que : les
extraits éthanoiques présentent des teneurs pugeselue ceux des extraits aqueux et le
meilleure taux est obtenu pour la poudre issuetdbage a 75°C.

les extraits des flavonoides de fruit séché a 6&°@ l'air libre qui ont subit des
affrontements par des solvants a polarité croissant révélé que la faction butanolique
etudiées est les plus riche en flavonoides avdawnde (4,38 mgEQ/qg) pour le fruit séché a
I'aire libre et (2.89 mgEQ/qg) pour le fuit séché®a°C.

L’analyse de la structure microscopique des tpmigsdres révele que celle obtenue a
65°C est tres intéressante de point de vue prégrieharmacodynamique des poudres
fonctionnelles.

Les résultats de I'activité antimicrobienne obteansmontré que : tous les extraits de
fruits séchés a 75 et 65°C et a aire libre ontgmésune activité antibactérienne contre les
souches testées sauf I'extrait aqueux issu de gaghé a air chaud. Ainsi, la meilleure zone
d’inhibition (23,5+2,6 mm) est observée pour I'extréthanoique a base de fruit séché a 75°C
vis-a-vis E. coli ATCC 25322. quant a l'activité anti fongique skektrait éthanoiques séché
a l'aire libre et a 75°C qu’a révélé une inhibitide (11,1+0,7mm) (12,8+1mm) vis —a-vis
d’Aspergillus Niger, tous les extraits éthanoigpessentent une activité anti fongique avec
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un diametre (16,1+3,7mm), (16,3+£1,7mm), (13,3+0,4nmespectivement air libre, 75°C,

65°C. Aucun de ces extraits aqueux ne présentactngté inhibitrice.

D’aprés ces résultats on constate que la poudhgssa 75°C présente une meilleure

activité vue sa richesse e flavonoides et e polyplsé

Pour la suite, il serait intéressant d’approforidiprésente étude en touchant les points

suivants :

>

L’application d’autres procédés de séchage tels :glaeDIC (Détente Instantanée
controlée)

Orienter les recherches scientifiques vers la satin des études approfondies et
complémentaires de l'activité antibactérienne dempmosés poly phénoliques en
général et des flavonoides en particulier.

Sensibilisation des gens aux vertus thérapeutidada plante qui sont méconnues par
la population algérienne.

Déterminer de nouvelles substances bioactives elbsir pourront répondre aux
différents problemes de la santé et d'étre unerratve aux médicaments
synthétiques.

Il serait également intéressant de realiser d’auétades pour évaluer le potentiel
vivo sur des modeéles animaux. Une recherche de I'ageiiaatérien responsable de

I'inhibition est aussi nécessaire et semble d’uraade importance.
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Annexe 1

Tableau 1: Appareillages, solvants, réactif chimiques eieni de culture, appareillages

utilises pour I'activité antimicrobienne, matériedslution.

Balance de précision 0.001
(KERN 770)

Bain-marie, Etuve
(MEMMERT)

Four a moufle
(NABERTHERM)

Broyeur électrique (moulin §
café)

Pied a coulisse

Microscope électronique a
balayage

(PHILIPS ESEM XL 30)
pH- metre (INOLAB)
Plaque chauffante (RYPA)
Rotavapor (STUART)
Spectrophotométre visible
(EV 9200)

Réfrigérateur

béchers, burettes, fiole,
ampoule a décanter
entonnoir, flacons, pipette
gradée, Pipette pasteur
cristallisoirs, éprouvettes,
tubes a essai etc.).
creusets en porcelaine
Mortier, pilon, verre de
montre, tamis, papiers filtre}
spatule, passoire, cuves.

Autoclave de paillasse
(WEBECO)
Bain-marie (MEMMERT)

Acide chlorhydrique
Ammoniaque
Acétate de sodium
Acide gallique

Acide sulfurique
Acétate d’éthyle
Acétate de plomb
Acide benzoique
Acide gallique
Chloroforme
Carbonate de calcium
Chlorure d’aluminium
Carbonate de sodium
Eau distillée

Bleue de méthylene
Solution d’iode
Ethanol

Ether di éthylique
Hydroxyde de sodium,
N-butanol

Méthanol

Magnésium

Sulfate d’aluminium

Sulfate de sodium anhydre

Réactif de Dragendroff

Réactif du Folin-Ciocalteu
j,Quercetine

BHT
Sulfate de cuivre

-Muller Hinton(MH) :
Extrait de viandes 05g
Hydrolisation acide de
Caséine 10g

Agar 05g

-Gélose nutritive(GN) :
Extrait de viande 05g
Peptone 10g

Chlorure de sodium 05
Agar 159

-milieux sabouraud :
Glucose 20g

Extrait de levure 05g
Peptone 10g

Eau distillée 1000ml

Anse de platine, bec bunseff,Eau distillée

boites de Pétri, cuves,
disques stériles (papier

Eau physiologique stérile (9
o/l)

Etuves bactériologiques
(MEMMERT) : Etuve 37°C || embouts en plastiques

Wattmann), écouvillons, Eau de javel

et Etuve 28°C
Spectrophotométre visible
(MEDLINE)

Réfrigérateur.

stériles, micropipettes, pinc
pipettes Pasteur, portoir po
tubes. tubes a essai
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Annexe 2

1. Préparation de la gamme d’étalonnage des polyphéls

On fait dissoudre 200 mg d’acide gallique dans &0Q)'éthanol, soit une solution

mere (g) ensuite, on réalise une série de dilution deecitution comme suit :

1. On préleve 5 ml de la solution mere puis ontamthe 5 ml de I'eau distillée en obtient la

solution de la dilution §2.

2. On préléve 5 ml de la solution précédent® $uis on ajoute 5 ml de I'eau distillée et on

obtient la solution 4
3. On précede de la méme maniere pour les aututioils

4. Ajouter a tous les tubes 0.5 ml du réactif F@incalteu, et ce a I'abri de la lumiére.
5. Laisser agir 5 min.
6. Ajouter 0.5 ml de carbonate de sodium Na2CO%0)20

7. Incuber a I’ abri de la lumiere et a la tempématambiante pendant 1 heure. L’absorbance

est mesurée a 760 nm contre un blanc (sans adidpiga

y=10,095x-0,047

R=(0,998

1,2

1 -
038 -
E (3

] + 0O

3 0,6
o . ..
a ——Linéaire (D0O)

0.4 -

0,2 1

0 1 2 3 4 5 B 7 B 9 10 11 12 13 14 15

Concentration d'acide galliqgue (mg/1)
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2. Préparation de la gamme d’étalonnage des flavordes
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon tlaone d’AICE en utilisant comme

standard la quercetine, les teneurs en flavonaioleisexprimées en mg EQ/g d’extrait.

14 - y =0,094x - 0,038
R2=0,998

£

c

A

3 ¢ DO

e} ——Linéaire (DO)
o)

0 T T 1
5 10 15
Concentration de la quercetine en( mg/l)
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Annexe 3

Formules utilisées

Calcul de la moyenne :

Calcul de la variance :

Calcul de I'écart-type :

Coefficient de variation :

Calcul de l'intervalle de confiance :

d=t-ap

VN

Calcul de I'erreur relative a la moyenne :

CV%
dT% = tl—a/Z' —

VN

N : nombre des échantillons

Analyse de la variance :

_CMf
obs—CMR

Avec

Fobs: fréquence observée

CMf : carré moyen factoriel

CMR : carré moyen résiduel

Fin de snedecol : frequence théorique (table de Sned®oec K=d.dkactoriel €t Ko=d.dkssiguele

Test de comparaison de Student
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o o Tl

X1 # Xy Si ————= = tgtyqent (table de student)
of , 93
ny Ny

avec P = 0,975et K =ddl = (ny + n,) — 2
* Test de la plus petite différance significative(PPB)
Test de Gupta sobel

Coefficient de corrélation

SPEy

JSCE,.SCE,

SPE,,: Somme des produits des ecaftsdes par rapportiéet des ypar rapport ay

SCE, : Somme des carrées des écartsxglgsar rapport &

SCEy : Somme des carrés des écdds y; par rapport &
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Annexe 4

Les zones d’inhibition des différentes souchesee.

v' Escherichia coli

Ethanol 75°C Ethanbt® Ethanol aire lil

v' Escherichiacoli ATCC 25322

Ethanol 75°C Ethanol dibee Ethanol 65

v' Pseudomonas aeruginosa

Ethanol 75°C Ethanokdibre Ethanol 6&
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v' Klebsilla pneumonie

Ethanol 75°C Ethanol aibzd Ethanol 65

v’ Staphylococcus aureus

Ethanol 75°C Ethanol aire libre Eastitlé 65 °C

v Aspergillus Niger

Ethanol 75 °C
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v' Candida albicans

Ethanol 65°C Ethanol 75°C Ethanol 'air lib
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Annexeb5

Préparation des solutions

* Liqueur Fehling A :

409 de sulfate de cuivre (CupO— » 1000 ml d’eastidlée chauffé
* Liqueur Fehling B :

200g Na K » 1000ml

1509 la soude > 1000ml

» L’acétate de plomb :

5g d’acétate de plomb » 100ml d’eau distillée

» Solution d’iode :
12.5g de l'iodate de potassium(K }
1000ml d’eau distillée
6.35g d’iodin (})
e Solution HCl a 0.1N:
N;=10,18 N NO,IN
V,=1000m| M 9,82ml
On préléve 9.82ml HCI on ajuste jusqu'a 1000ml deaw distillée.
» Solution NaOH a 0,1N :
409 —— HN—> 1610

<«—— 0,1IN



Résumé
Le fruit Pyracantha coccinea a été séché par deux modes a savoir l'air libréaist

chaud a la pression atmosphérigue a deux tempésatur65 et 75°C. L'évaluation de
certaines propriétés biochimiques (sucres, polyplsén..), biologiques (activité
antimicrobienne) des poudres obtenues a été réalisé

Les résultats montrent que, ce fruit est riche egtabolites secondaires,
principalement les polyphénols, Le meilleur rendende ceux-ci est observé dans I'extrait
éthanoique de fruit a I'état frais avec une tert(113,79+5,5 mg EAG/ g MS). Quant aux
flavonoides, le meilleur rendement est obtenu elsant I'extrait de fuit séché a 75°C
(52,97+1,75 mg EQ/g MS). Notamment, la fractiondmalique issue de fruit séché a l'air
libre est las plus riche en flavonoides avec umeue de (4,38 mg EQ/g). L’'analyse
gualitative des polyphénols par HPLC a révélé é&sence de la quercetine +dans notre fruit.

L’effet inhibiteur le plus élevé est obtenu parctian des extraits éthanoiques et qui

ont présenté une forte activité antimicrobienneEsuoli pour la poudre séché a 75°C.

Mots clés :Pyracantha coccinea, séchage, composés phénoliques, activité antilewhér.

Abstract

The fruit Pyracantha coccinea has been dried through two process : in the opdnra
hot air under pressur and at two different tempeest65°C and 75°C.The evaluation of
certain biochemical properties such as (suger,p@&gpls) and biological properties
(antimicrobial properties) of the powder we obtaitas been achieved.

The results show that this fruit is rich in secaryd metabolites mainly the
polyphénols, their best output is observed in thamoic extract of the previously mentioned
of the fruit in fresh form with a content of ( 1I9#5,5 EAG/g MS). Concerning the
flavonoids, the best output is obtained throughus$e of the extract of the fruit dried at 75°C
(52, 97+ 1, 75 mg EQ/g MS). In addition to thise tbutanolic samde derived from the fruit
dried in the open is the richest in flavonoids wéhcontent of 4, 38 (mg EQ/g). The
gualitative analysis of the polyphénols by the HP&3 revealed the presence of quercetine
in the fruit.

The highest inhibitor effect is obtained throude taction of the ethanoic extracts
which have showed a strong antimicrobial activipp E.coli for the powder drieat at 75°C.

Key words: Pyracantha coccinea, drying, phenolic components, antibacterial attivi



