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ATCC : Américan Type Culture Collection.
Cd : Cadmium.

CH3;COONa : Acétate de sodium.
Cr : chrome.

D.kaki : Diospyros kaki.

DO :Donsité optique.

EAG : Equivalent d’acide gras.
EQ : Equivalent en quercitine.
ET : Ecart-type.

H %: Humidite.
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MO : Matiere organique.
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PDA : Potato Dextrose Agar.

pH : potentiele d’hydrogene.

PPT : polyphénol totaux.
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Glossaire

Aglycone : est une partie non glucidique entrant dans la composition d’un hétéroside.

Alcoloides : substance d’origine végeétale toxique, biochimiques directes ou indirectes
positives ou négatives, d’une plante sur une autre (micro-organismes inclus) au moyen le plus

souvent de métabolite secondaire.

Anthocyane : pigment naturels pouvant aller du bleu vers le rouge sont présent dans les

feuilles, pétales, fruits, connues pour leur effet antioxydants.
Chalcone : est un composé aromatique naturellement synthétisé par de nombreuses plantes.

Quercetine : un flavonoide de type flavonol présent chez les plantes comme métabolite

secondaire.

Isoflavones : une sous-famille des flavonoides trés étudiée pour leurs propriétés pseudo-

cestrogéniques. Ce sont les isomeres de flavones.

Astringence : provient de la propriété qu'ont les protéines a se complexer sous l'effet des
tanins : c'est le tannage des protéines. L'amylase salivaire est une protéine qui réagit fortement

avec les composés astringents et provoque cette sensation d'assechement dans la bouche.

Fruit climactérique : est celui qui continue a marir aprés sa récolte (grace entre autre a

I’éthyléne qu’il contient).

Fruits non-climactériques : mirissent uniquement sur leur arbre ou plan... Une fois
récoltés, il faut donc les consommer au plus vite, car chaque jour, apres récolte, ils ne font que

se détériorer.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Flavono%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C5%92strog%C3%A9nique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Flavone_%28groupe%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tanin
https://fr.wikipedia.org/wiki/Amylase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
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Introduction générale

Les fruits et les légumes constituent une composante importante de 1’alimentation
humaine et jouent un role primordial dans le maintien de la santé humaine. En effet, I’impact
de consommation de ces produits sur la santé reside dans la richesse en composants bioactifs
largement reconnus pour leurs effets bénéfiques sur la physiologie humaine.

Les plantes sont capables de produire une grande diversité de produits, ne participent a
leurs métabolisme de base, mais représentent plutot des produits du métabolisme secondaire.

Les métabolites secondaires font et reste 1’objet de nombreuses recherches in vivo,
notamment la recherche des nouveaux constituants naturels tels que les composés phénoliques
les saponosides et les huiles essentielles.

Le kaki est un fruit fibreux tropical a feuilles codiques. Il représente une excellente
source de vitamines (A et C). Egalement, il est riche en fibres alimentaires ayant un effet sur
la digestion (Masood et al., 2008).

Ce fruit a des propriétés importantes dans la prévention des facteurs de cancer ou il rend
le corps plus résistant aux radicaux libres qui détruisent les cellules du corps. Il contient un
grand nombre d’antioxydants protégent 1’organisme contre les maladies en générale.

Il est a signaler, que en aucun cas aucune étude en Algérie n’a été faite sur ce fruit. Mais
dans les autres pays tels-que la Chine la Corré, le Japon des études sur les autres variétés de
kaki ont été réalisées (Manach et al., 2004)

A cet effet, nous nous somme penchés sur 1’étude de quelques propriétés physico-
chimiques et biologiques et rhéologiques du fruit Diospyros kaki L.

Ce travail est subdivisé en trois parties :

La premiére partie comprend deux chapitres traitant respectivement des généralités sur
le fruit Diospyros kaki L. et les composés phénoliques.

La deuxiéme partie est consacrée a 1’étude expérimentale qui regroupe les différentes
méthodes ainsi que le matériel utilisé.

Enfin, la derniére partié, rapporte les résultats obtenus suivis par une discussion

finalisée par une conclusion générale.

-
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Chapitre | Géneéralité sur Diospyros kaki

I.1.Histoire et origine

Depuis la période préhistorique, les persimmons, appelés aussi kaki (Diospyros kaki L.)
ont été cultivés en Chine, au Japon et en Corée (Yamagishi et al., 2005). L’espece (Diospyros
kaki L.) est la plus connue des espéces des pérsimmons. L’arbre qui les produit est appelé
plagueminier.

Il y a environ mille variétés de persimmons que 1’on peut diviser en groupes selon leur
couleur et leur astringence (Itoo, 1980).

Au XVlleme siecle, les européens font la connaissance du Diospyros kaki L., grace aux
moines jésuites qui ont voyagé en Chine, notamment le moine Ricci, en 1613 (Evreinof,
1948).

Les persimmons furent ainsi introduits dans le bassin méditerranéen il y a plus d’un
siecle (Telis et al., 2000). Ces derniéres années, la culture du plagueminier, et donc la
production de persimmon, s’est un peu développée aux Etats Unis d’Amérique et en France.

L’origine de mot diospyros, Linn vient de 1’ancien nom grec employé par Théophraste,
de dios = divin et de puros = blé signifiant littéralement nourriture céleste (Nicholson ;
Mottet, 1893-1894). Le nom spécifique vient du mot anglais Khakee, emprunté a I’hindi kaki

signifiant couleur de poussiere (pruine blanchatre sur la peau du fruit) (Montagnac, 1960).

|.2.Répartition des persimmons a travers le monde

Les persimmons sont principalement cultivés en Chine, au Japon et en Coree. Le
plagueminier du Japon pousse naturellement dans le nord de la Chine. Sa culture date
d’environ mille ans, s’étend sur les provinces du nord, le Shan-Hsi, le Shan-Tung, le Ho-Nan,
le Chili (Evreinof, 1948).

La culture de cette espece s’est largement étalée en dehors de la Chine et du Japon pour
devenir 1’une des principales ressources alimentaires a travers les pays de 1’ Asie.

Outre I’Asie, la culture de plaqueminier s’est développée en Californie, en Italie, au
Brésil, en Nouvelle Zélande et en Australie. Elle a gagné une popularité dans les pays
méditerranéens (Clark et Mac Fall, 2003).

Comme nous I'avons mentionné, 1’introduction du kaki en Europe a été réalisée au début
de XVIIéme siecle. En France, la culture de ce fruit tropical a pris de I’importance a la fin du
XIXéme siécle. En ltalie, le kaki s’est répandu a partir de 1876. Il est apparu en 1888 en
Russie. Notamment au Caucase est largement cultivé sur les bords des mers Noire, Caspienne,

aussi gu'en Géorgie.

-
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L’espéce Diospyros kaki L. s’est répandue aux Etats Unis a la fin du XIXéme siécle,
répartie dans les états du sud, en Californie, et en Floride. En 1927, on comptait ainsi 88000
arbres de Diospyros kaki L. (Evreinoff, 1948).

La production des persimmons en Australie a débuté en 1970 pour atteindre 200000
arbres en 1993 (Collins et Tisdell, 1995). La presence de ce fruit tropical en Algérie date de
1894 (Evreinoff, 1948).

Au Maroc, le kaki est connu depuis des décennies. Sa culture est réalisée dans les zones
Khémisset-Meknés et la région de Rabat-Kenitra. La plantation est estimée & 10 hectares
seulement. En Tunisie, les persimmons sont cultivés dans le nord, dans les zones de Nefza,
Ain-Drahim, Jendouba et au cap bon. La production reste faible, aussi ce précieux fruit reste
non connu chez le consommateur tunisien. Pourtant, la culture de ces arbres ne demande pas
d’un suivi particulier. Malgré la richesse nutritionnelle de ces fruits, en fibres, polyphénols,
caroténoides, protéines, les persimmons ne sont pas encore assez valorises en Tunisie (Itoo,
1980).

1.3.Production mondiale

La production mondiale des persimmons est d’environ 1 200 000 tonnes annuellement
sur une surface de 235 000 ha, avec une production d’environ 57 % et 27 % en Chine et en
Japon respectivement. La production intensive des persimmons se développe en Italie (70 000
tonnes), en Corée (50 000 tonnes), en Brésil (45 000 tonnes), en Espagne (8000 tonnes), et
aux Etat Unis (7000 tonnes) (Telis et al., 2000).

I.4.Description botanique
Gaston Bonnie, (1990) a pu classer les persimmons comme suit :

Phylum Accomycota
Régne Plantae

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Dilleniidae

Ordre Ebanales
Famille Ebenaceae
Genre Diospyros
Espece Diospyros kaki L.
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Le persimmon est un arbre (Figure 1, a) au port italé d’environ 6 métres de hauteur, qui
possede des feuilles caduques ovales vert sombre, qui deviennent jaune a orange profond en
automne, des fleurs de couleur creme (Figure 1, b), sont axillaires ou latérales, parfois sur
I’écorce du tronc ou des rameaux (cauliflorie), solitaires, en cyme ou plus rarement en grappe,
munies de bracrées, le plus souvent dioiques, rarement hermaphrodites ou polygames,
dichlamydées, de 2 a 3 metres de hauteur.

Généralement, les fruits sont bacciformes, coriaces ou charnus. Le fruit est une baie
globuleuse orange a rouge tomate de diamétre d’environ 8 cm (Gastson Bonnier, 1990). Les
persimmons sont de couleur orange, d’un gotit doux et de texture charnue (Daood et al., 1992)
et présentent une pelure rouge-orange lustrée dure et une pulpe de couleur orange-jaune avec
un godt sucré (Nicoletia et al., 2005).

Ils possedent 4 larges sépales qui restent attachés a la base. Les graines sont en nombre
variable de 0 a 8 unités par fruit. Sa chair est a la fois tendre et ferme, juteuse et fondante,
lorsque le fruit est bien mur ; la texture et la consistance ont tendance a devenir gélatineuse,
ceci en fonction de stade de maturation (Blanchards et al., 2001)

Les graines sont pendantes, albuminées, ornées a I’extérieur de 2 a 3 sillons
longitudinaux, avec en testa lisse et mince (Perrier, 1952).

La coupe transversale du persimmon a maturité (Figure 1; ¢), montre de I’extérieur vers
I’intérieur) la zone épidermique de couleur verte, la pulpe de couleur vert-jaune et la présence

d’une partie pétale verdatre (Nicoletia et al., 2005).

a)

Figure 1 : arbre, fleur et fruit de de Diospyros kaki L. (Nicoletia et al., 2005).
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1.5. Différentes variétés de persimmons

Les persimmons japonais (Diospyros kaki L.) sont souvent classés selon deux types,
astringent et non astringent, dépendant du degré de 1’astringence au stade de maturité (Asgar
et al., 2003). Ces deux types sont caractérises par leur coloration orange-rouge intense qui
augmente durant la maturation (Clark et MacFall, 2003). Ce fruit caduc compte plus de 1000
variétés locales au Japon, en Chine et en Corée (Collins et Tisdell, 1995). Les plus connus
sont : Hiratanenashi, Tone-wase, Ishibashi-wase, Matsumoto-wase-Fuyu et Maekawa-Jiro
(Suzuki et al., 2005).

1.6. Composition chimique et valeur nutritionnelle

Plusieurs composés bioactifs comme les polyphénols, flavonoides, terpenoides,
stéroides, fibres, caroténoides et minéraux sont présents dans les pelures du persimmon
(Yokozawa et al., 2007). En comparaison avec d’autres fruits trés consommés comme les
pommes, péches, poires et oranges, les fruits de persimmon contiennent un taux de sucre
¢levée de ’ordre de 12,5 g/100 g de fruit frais, majoritairement du saccharose, du glucose et
du fructose -(Del Bubba et al., 2009). Ces fruits présentent également, une teneur moyenne
totale en polyphénols de 1,45 g/100 g de fruit frais ainsi que 1,48 g de fibre/100 g de fruit
frais (Gorinstein et al., 1999).

La pulpe des fruits représente une source de vitamines (A et C), et de minéraux le plus
majoritaires (calcium et fer) (Tableau I)

Tableau | : composition en vitamines et en minéraux des fruits de persimmon (Nicoletia et
al., 2005).

Composés Composition (g/kg)
Vitamine C 0,70
Vitamine A 0,65
Calcium 0,90
Fer 0,02
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1.7.Conditions culturales
1.7.1. Exigences agroclimatiques

Le plagueminier ne présente aucune difficulté sur les caractéristiques du sol, mais
s’adapte mieux au sol fertile et bien drainé, avec un pH de 5,5 2 6,5.

Durant le la quiescence, il peut survivre jusqu’a -18°C. Il résiste aux vents et a la
sécheresse, mais I’insuffisance de I’humidité du sol entraine la diminution du rendement.
(Nicoletia et al., 2005).

L’arbre en question pousse mal a basse altitude, mais il donne un bonne rendement
lorsqu’il est planté dans une zone comprise entre 600 et 1200 metres d’altitude.

Les régions de la grande ile qui lui sont spécifiquement adaptées sont les zones des
hauts plateaux, telles que : Antsirabe, Ambositra, Antananarivo et sur les plateaux Ouest
(Zuang, 1988).

1.7.2. Récolte et conservation

La premiére mise a fruits se fait 5 ans apres la plantation pour les plantes a semis. En
cas de greffage, elle intervient au bout d’un an seulement.

Une récolte a lieu pendant la saison hivernale, mais elle différe encore d’une variété a
une autre.

Chaque arbre adulte fournit en général 40 a 80 kg de fruits pouvant méme aller jusqu’a
100 kg, soit un rendement moyen tonnes a I’hectare au moins. Une greffe de trois ans peut
donner jusqu’a 400 kg par pied.

Les kakis greffés sont généralement non climactériques. Les fruits peuvent cependant
murir sur pied mais risquent d’étre attaqués par les ravageurs et pourrir, vu leur forte
périssabilité. Ils doivent ainsi étres récoltés avant maturité et transportés comme les tomates
quand ils sont encore fermes. L’emballage doit étre effectué en plateaux a un rang.

La maturation se poursuit pendant le stockage et est accélérée en intercalant avec des
fruits & arome intense tels que les grenadelles, les poires et les pommes (Zuang., 1988).

La conservation des deux types de fruit se fait dans des boites a la température
ambiante. Au bout 2 a 3 jours, sous I’action de 1’éthyléne dégagé par murissement de la
pomme, les kakis seront blets a point. Neanmoins, le stockage a basse température (-1 a +1°C)
permet de converser les fruits pendant 2 a 4 mois. Ces températures permettent mieux le

murissement et le développement des aromes (Memento., 2002).
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11.1.Définition

Les polyphénoles sont des molécules synthétisées lors du métabolisme secondaire des
végetaux. Ces molécules constituent le groupe majoritaire le plus important dans le régne
végétal. Les différentes parties possédent des quantités en polyphénoles variables selon
I’espace végétal et le groupe phénolique considéré.

Généralement, ces molécules sont composees de substances chimiques aromatiques
contenant ou moins un noyau aromatique, plusieurs groupes hydroxyles, et d’autres
constituants (Bann, 2000). En outre, sont constituées de compoés simples, comme les acides
phenoliques et les composes hautement polymeérisés.

Globalement, les composés phénoliques sont hydrosolubles, de poids moléculaire
compris entre 500 et 3000 daltons, comme les tannins (Hagerman et al, 1998, Sarni-
Manchado et Cheynier, 2006). lls participent activement aux interactions de la plante avec son
environnement en jouant le réle de signaux de reconnaissance entre les plantes, et les
symbioses ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions vis-a-vis des organismes
pathogénes. Ils participent d’une maniére trés efficace a la tolérance de végétaux a des stress
variés, donc ces composés jouent un role essentiel dans 1’équilibre et 1’adaptation de la plante
au sein de son milieu naturel.

Ces premiers, prennent une importance croissante, notamment a cause de leur effet
bénéfique sur la santé. En effet, leur role antioxydant naturel suscite de plus en plus d’intérét
pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies d’inflammation, cardiovasculaire
et neurodégénérative. lls sont également utilisés comme additifs en industrie agro alimentaire,

pharmaceutique et cosmétique (Macheix et al, 2005).

I1.2.Biosynthese des polyphénols
La biosynthése des polyphénols se fait selon deux voies principales qui sont :

11.2.1.Voie de I’acide shikimique

Dans cette voie 1’érythrose 4- phosphate énol pyruvate sont produits par les hydrates de
carbone, lors de leurs dégradation par la voie des pentose phosphate et la glycolyse
respectivement ces derniers sont a I’origine des composés phénoliques C6- C1 formant les
tannins hydrolysables (Haslam 1994, Dewick, 1995).

-
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11.2.2 Voie de ’acide mélanique
La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de 1’acétyl co A donnant le
malonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines poly cétoniques
obtenues par condensation répétée d’unités « Acétate « qui se fait par carboxylation de
I’acétyl-co A. Cette réaction et catalysée par I’enzyme acétyl-co A carboxylase (Fleeger et
Flipse 1964 ; Richter, 1993).

11.3 Intéréts thérapeutiques des polyphénols

La principale caractéristique des polyphénols c’est que sont des agents antioxydants,
tres puissants (Pietta, 2002 ; Frei et Higdon, 2003 ; Oszmiaski et al., 2007). En effet, ils sont
capables de piéger les radicaux libres et d’activer les autres antioxydants, comme le daflon
produit a base de dios mine cette méme activité antioxydante permet aux polyphenols de
réguler les radicaux bon- mauvais, comme 1’oxyde nitrique qui favorise une bonne circulation
sanguine, cordonne 1’activité du systéme immunitaire avec celle du cerveau et module de
communication entre les cellules de ce dernier (Srivastiva et al., 2007).

En raison de ces vertus, les composés phénoliques sont largement utilisés dans les
domaines thérapeutique et pharmaceutique, parmi les nombreux intéréts qu’offrent les

polyphénols a la santé nous signalons les activités suivantes :

11.3.1 Activité anticancéreuse

Les substances polyphénoliques sont capables d’activer les mécanismes naturels de la
défense anticancéreuse. Aux premiers stades de la phase d’initiation cancéreuse peuvent
bloquer les tissus cibles a intercepter et a métaboliser les agents mutagénes. Des cellules
impliquées, comme les hépatocytes synthétisent les enzymes dites de phase | (notamment des
mono oxygeénases telle que les cytochromes p-450) qui peuvent oxyder les substances
mutagénes hydrophobes en produits constituants les substrats des enzymes de phase Il (gluco
ronyl transféfase, sur fotransferase).

Ces enzymes sont synthétisées sous 1’action des substances polyphénoliques trouvées

dans les légumes, et aussi sous ’action des isothiocyanates (Ames et al, 1994 ; Jhonson

1999).

11.3.2 Prévention contre les maladies cardiovasculaires
La consommation des polyphénols favorise la protection contre les altérations

cardiaques et vasculaires (Martin et Andriamtsito, 2002).

-
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Au niveau des artéres, les molécules préviennent 1’oxydation de faible densité entrainant
ainsi ’athérosclérose. En outre, les polyphénols inhibent aussi 1’agrégation plaquettaire
impliquée dans le phénoméne de thrombose qui induit ’occlusion des arteres (Yamanka,
1996).

11.3.3 Prévention contre les maladies hormona- dépendantes

Certains polyphénols et plus particulierement les isoflavones ont une affinité
remarquable pour les récepteurs d’cestrogénes et se sont de phytocestrogénes. D’autres types
de composés phénoliques tels que la quercitrine qu’on trouve dans les fruits et légumes
possedent également des propriétés pseudo- oestérogéniques inhibant la perte osseuse chez la
rate avariectomisée mais de nouvelle études restent nécessaires pour confirmer ces effets chez
I’Homme (Gerber et Berta-Vanrullen, 2006).

11.3.4 Action gastro- protectrice de polyphénols

Les polyphénols dont principalement les flavonoides et les acides phénoliques comme
I’acide caféique, 1’acide gallique et 1’acide égallique, sont capables de réduire la surface des
Iésions gastriques produites par 1’indométacine chez les rates (Fumatotogawa et al., 2004,
Ruggiero et al., 2006).

I1.4. Généralités sur les Tannins
1. 4.1 Définition

Les tannins sont des composés phénoliques trés abondants chez les angiospermes les
gemnospermes et dicotylédones (Komig et al., 1994). Il ont la capacité de se combiner et de
précipiter les protéines sous une autre forme selon les degrés d’affinit¢ (Hagerman 1989,
Dangles et al., 1992).

Dans ce processus, les molécules de tannins se lient aux protéines par des liaisons
résistantes aux attaques fongiques et bactériennes : le poids moléculaire des tannins varie
entre 500 et 2000 dalton (3000 pour les structures les plus complexe) (Dang Res et al., 1992).

Dans notre alimentation 1’astringence est la qualité organoleptique qui indique la
présence des tannins. Ce critére organoleptique a un rdle important dans le choix des aliments
(corrélation inverse entre teneur en tannins) (Horne et al., 2002, Del Bubba et al., 2009).

Comme les autres types de polyphénols, les tannins sont aussi répandus pour leurs

nombreuses activités thérapeutiques notamment ; anti- infectieuse (Latte et Kolodziej, 2001,
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Leitao et al.,, 2005), cardiovasculaire (Yamanaka et al.,, 1996, Cheruvanky, 2004),

hormonodépendante et anticancéreuse (Notomo et al., 2004 ; Gosse et al., 2005).

11.4.2. Types de tannins

Selon la structure les tannins sont classés en deux groupes a savoir :

11.4.2.1.Tannins hydrolysables
Sont formés par la liaison de plusieurs acides galliques & un carbohydrate généralement
le glucose. On parle de gallo tannins, aussi des unités de galloyl peuvent étre ajoutées par

liaisons esters, généralement en position C3 de 1’acide gallique.

11.4.2.2. Tannins condenses
Ce sont des pro anthocyanidines, composés polyphénoliques hétérogenes ; dimeres,
oligomeres ou polyméres de flavones, flavan-3-ols, 5-flavanols, 5-deoxy-3-flavanols et
flavan-3, 4-diols (Sarni- manchado et Cheynier., 2006). Ces composés sont formeés par

condensation des molécules de flavonoides entre elles.

o Effet anti-nutritionnel de tannins condensés
L’effet antinutritionnel de tannins condensés se traduit de deux maniéres principales :
leur capacité a inhiber les enzymes digestives et leurs liaisons aux molécules nutritives

empéchant ainsi leur assimilation par le corps.

» Inhibition des enzymes digestives
Les tannins condensés sont capables de se lier aux enzymes digestives causant de ce fait
leur inhibition. En effet, plusieurs de ces polyphénols ont une action sur 1’a-amylase
(Kamadra et al, 2004), I’x-glucosidase, les protéases (Kocisko., 2004), la trypsine et les
hémagglutinines (Gilani et al., 2005 ; De Mejia., 2005).
L’inhibition de ces enzymes affecte I’activité du tube digestif et diminue la valeur

nutritive des aliments ingérés qui ne pourront pas étre assimilés.

» Non assimilation des aliments
Les tannins condensés ont une grande capacité a se lier aux différents types de
molécules présentes dans I’alimentation par des liaisons covalentes : polysaccharides

(pectines, xyloglucon, amidon, cellulose), minéraux (fer, argent), vitamines....etc (Tervino et
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al., 1992 ; Gaffney al., 2004). Mais, les principales molécules qui se lient a ces composés sont
surtout les protéines (Zimmer et Cordesse, 1996).

Cette caractéristique a longuement été étudiée en utilisant différents composés
protéiques et glucidiques la BSA (Bovinsercem Albumin), le gluten, I’a-amylase et la B-
galactosidase sont les principales protéines utilisées, et I’amidon ainsi que la pectine (Gedir et
al., 2005). En effet, les liaisons entre les tannins et les molécules qui s’y attachent dépendent
de plusieurs facteurs liés au milieu, a la structure des molécules combinées, a la nature
hydrophile ou hydrophobe et a la concentration des tannins impliqués (Timmer et Cordesse.,
1996; Thang et al., 2002).

Il a été démontré que la liaison des protéines aux tannins dans le rumen cause une
diminution de la dégradation et de I’assimilation des protéines ce qui engendre une perte de la
valeur nutritive des aliments et provoque une malnutrition.

A long terme, la grande teneur en tannins de 1’alimentation cause chez les ruminants
une perturbation de la micro flore du rumen et donc de son activité, une limitation de
I’absorption et méme une toxicité. De méme, les effets antinutritionnels ont été observés aussi
chez les rats, les poussins et le bétail. En effet, des travaux antérieurs ont montré qu’une
alimentation a une teneur élevée en tannins condensés avait un effet négatif sur la digestibilité
des protéines et les hydrates de carbone en réduisant la croissance, |’efficacité de
I’alimentation, 1’énergie métabolisable et la disponibilité biologique des acides (Gilani et al.,
2005).

11.5.Généralités sur les caroténoides
11.5.1.Définition

Les caroténoides regroupent les carotenes et les xanthophylles. Plus de 700 caroténoides
ont été isolés et identifiés jusqu'a présent dans la nature. Ces molécules sont responsables des
couleurs rouge et jaune, et orange de fruit, légumes et fleurs mais aussi des animaux les
consommant, ils sont bio synthétisés par les plantes supérieures, les bactéries, dont les
cyanobactéries, les algues, les champignons filamenteux et les levures. La majorité des
caroténoides se trouve dans les tissus des plantes vertes photo synthétiques. Leur présence
peut étre un indicateur sur le stade de maturité, la pertinence, la photo protection et la
sénescence (Grozier et al., 2006).

Ces substances possédent des propriétés spécifiques et remarquables (Britton et al.,

1995). Ils constituent la source de vitamine A. Parmi les 700 caroténoides actuellement
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identifiés, environ 50 servent de précurseurs de la vitamine E7, en particulier I’a-carotene, la
B-crypto xanthine et le B-carotene (Amarim- Carilho et al., 2014).

L’omniprésence naturelle de ces pigments a fait des caroténoides additifs alimentaires
les plus utilisés en tant que colorant et / ou antioxydants.

Les fruits et les légumes, et leurs produits de transformation, représentent la premiere
source de caroténoides, puisqu’ils sont capables de les synthétiser de nouveau (Rodriguez et
al., 2006).

11.5.2.Classification des caroténoides

On peut répertorier les caroténoides selon deux grandes classes : 1) les carotenes ou les
caroténoides hydrocarbonés composés uniquement d’atomes de carbone et d’hydrogéne (x-
caroténe, B-caroténe, plytoéne, lycopéne, etc), 2): les xanthophylles ou les caroténoides
oxygenes, qui contiennent en plus de la chaine carbonée des fonctions époxy, carbonyle,
hydroxyle, méthoxy ou acide carboxylique (voila xanthine, cunthaxanthine, téaxanthine,

spirilloxanthine, to ruluthodine) (Rivera et Canella- Garayoa., 2012).

11.5.3.Structure chimique
Les caroténoides appartiennent a la famille des tetraterpénoides. L’unité de base de la
structure de ces pigments est 1’ospréne, constitué de 8 unités isoprénique (C5) liées téte-a
queue, de facon renversée, ce qui donne a certains caroténoides une symétrie moléculaire.
Généralement les caroténoides sont des Cy tetra-terpénoides, mais il existe aussi des structure
Cso ou Cso (Britton, 1995).

xanthophylle - ex. lutcine

Figure 2 : Structure de quelques xanthophylles et caroténes (Rivera et Canela-Garayoa,
2012).
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11.5.4 Propriétés physico-chimiques
11.5.4.1.Solubilité

Les caroténoides sont des molécules extrémes hydrophobes qui présentent donc une
faible solubilité dans I’eau. La polarité de ces molécules varie d’un pigment a un autre suivant
le groupe fonctionnel lié aux extrémités de la chaine polyéne. Ceci influence leur interaction
avec les membranes biologiques et diverses molécules (Domovok Valka, 2013). Ils peuvent
s’associer a des protéines (Britton, 1995).

Généralement, ces premiers sont solubles dans les solvants organiques tel que I’acétone,
I’éthanol, 1’ether diethylique, le chloroforme, et 1’acétate d’éthyle. Par contre, ils sont
apolaires, solubles dans 1’hexane, le toluéne et 1’éther de pétrole.

En effet, la solubilité de ces substances est influencée par I’interaction avec d’autres
molécules environnantes, comme les lipides, les protéines in vivo. Par ailleurs, ces substances
sont localisées dans les membranes, leur interaction avec les protéines modifie leur polarité

facilitant ainsi leur transport en milieu aqueux (Britton, 1995).

11.5.4.2 Absorption de la lumiére UV- visible

Le systeme conjugué de double liaisons des caroténoides constitue le chromophore qui
absorbe la lumiére UV-visible généralement entre 400 et 600 nm. De ce fait, la majorité des
caroténoides ont un spectre d’absorption avec 3 maxima, en relation avec leur structure
chimique. Notamment, le nombre élevé de doubles liaisons conjuguées explique 1’absorption
dans le vert (Melindez- Martinez et al., 2007). Ainsi, le lycopéne est un caroténoide acyclique
de couleur rouge avec 11 doubles liaisons conjuguées, présente des bandes d’absorption
maximales a 444, 470 et 502 nm dans 1’éther de pétrole (Figure 3).

La cyclisation influence également la forme du spectre UV-Visible des caroténoides : le
13-caroténe étant bi-cyclique avec 11 doubles liaisons conjuguées, il présente un effet
hypsochrome par rapport au lycopéne, du a la cyclisation (Rodriguez- Amaya & Kimura,
2004) (Figure 3).
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Figure 3 : spectre d’absorption UV-Visible du lycopéne, du a caroténe (-),et du B carotene

dans I’éther de pétrole (Rodriguez- Amaya, 2001).

11.5.5 Stabilité et réactivité des caroténoides

Les caroténoides constituent la famille de molécules thermolabiles, sensibles a la
température et a I’oxygene leurs structures chimiques insaturées les rendent peu stables et tres
réactives. Citant les travaux de Lemmens et al., (2013), qui ont étudié de maniére approfondie
les cinétiques d’isomérisation du trans-f caroténe en forme ci-isomere dans de la purée de
mangue soumise a des traitements combinés (haute pression-température). D’autres
chercheurs ont aussi étudi¢ la dégradation et I’isomérisation de f-carotene de carotte durant
des traitements thermiques en présence de matiére grasse (huile) (Knoc Kaert et al., 2012).
(Colle et al., 2013), ont mené la méme étude avec le lycopéne. Ces premiers, ont confirmé
que, la chaine polyéne des caroténoides est sujette a I’isomérisation des trans-caroténoides en
cis-caroténoides. Leur oxydation dépend de la température, de 1’exposition a la lumiére, de la
présence d’acide et de 1’adsorption sur des surfaces actives facilitent I’isomérisation, la
dégradation oxydative responsables de la dégradation des caroténoides, liée a la présence
d’oxygene, d’enzymes de métaux et la Co-oxydation en présence des hydro-peroxydes des
lipidique (Rodriguez- Amaya et Kimura., 2004). L’ensemble des processus de dégradation

des caroténoides est resumé dans la figure suivante :
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Trans- caroténoides

Isomérisation

A 4
Epoxy- caroténoides
Apo- caroténoides

Oxydation Cis- caroténoides

o

v Oxydation

Composé a faible masse moléculaire

Figure 4 : Processus de dégradation des caroténoides (Rodrigue-Amaya, 2001).

11.6. Généralités sur les flavonoides

11.6.1.Définition

Le nom flavonoides proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe de
I’écorce d’orange (Piquemal, 2008). Cependant d’autres auteurs supposaient qu’il
proviendrait du terme du flavus (flavus = jaune) (Karaali et al., 2004 ; Malasev et Kuntic,
2007).

Les flavonoides ont été isolés par le scientifigue Chervreuli en 1814, mais ont été
réellement découverts qu’en 1930 par Albert Stend- Gyoutui, désignés sous le nom de
vitamine P (P étant la premiére lettre de perméabilité), en raison de leur efficacité a
normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins.

Cette dénomination fut abandonnée lorsqu’on se rendit compte que ces substances ne
correspondaient pas a la définition officielle des vitamines, ils devient clair que ces substances
appartenant aux flavonoides (Jveldt et al., 2006).

Ces composés regroupent une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphenols (Seyom et al., 2006). De méme, ils sont considérés comme des
pigments universels des végétaux, souvent responsables de la coloration de fleurs et parfois
des feuilles. A 1’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme héte

rosides (Bruntenon, 1999 ; Ghesten et al., 2001).
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De point de vue structural les composes se repartissent en plusieurs classes de

molécules. En effet, plus de 6400 structures ont été identifiées (Harborne et William, 2010).

11.6.2 Biosynthese des flavonoides

Les flavonoides possédent un squelette de base d’atomes de carbone. Le dernier est
constitué de deux cycles en C6 (A et B) reliés par des chaines. Ces derniéres représentent le
précurseur commun de tous les autres flavonoides (Heller et For Kmann 1993 ; Gries Bach,
1996 ; Hashimoto et al., 2004).

La chalcone est métabolisée sous 1’action de la chalcone isomérase en flavonones
naringénine c’est sur cette derniére qui agit ensuite la flavone synthase ou la (2s)-flavanone-
3-hydroxylée pour donner les flavones : apigénine, dihydro flavonol et (2K-3R)-dihydro

Kaemphénol respectivement.

11.6.3 Classification des flavonoides

Les principaux groupes de flavonoides peuvent étre définis et différenciés comme suit :

11.6.3.1Flavones et flavonols

Le cycle A de ces deux types de molécules est substitué par deux hydroxyles
phénoliques en C5 et en C7. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou estérifiés. D’autre part, le
cycle B est substitué en C4 ou di-substitué en C3 et C4 par des groupements ou méthoxyles
(OCH).

11.6.3.2Flavan-3-ols ; flavan-3,4-diols et antho cyanidols

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par 1’absence du
groupe carboxyle en C4. Cette position peut étre libre (flavan-3-ols et anthoyanidols) ou
hydroxylée (flavan-3,4-diols).

Les anthocyanosides sont caractérisées par I’engagement du OH en C3 dans une liaison
héterosidique on trouve parmi les composés, le palargonidol-3,4-O-glucoside et le cyamidol-
3-O-rutinose ou keracyanine.

Les flavan-3-ols et les flavan-3,4-diols sont souvent a I’origine des polymeres

flavoniques appelés pronthocyanidols ou tannins condensés (Bruneton, 1999).

11.6.3.3.Chalcones et aurones
Sont caractérisées par leur noyau pyranique central ouvert et sont constituées par deux
unités aromatiques reliées par une chaine tri carbonée. Cétonique et insaturée, le noyou B et

assez freqguemment non substitué, alors que les substitutions sur le cycle A sont plus souvent
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identiques a celles des autres flavonoides. Les aurones sont caractérisees par une structure de

2-benzylcdéne coumarone (Bruneton, 1999 ; Ono et al., 2006).

11.6.4. Interét thérapeutiques des flavonoides

Les intéréts thérapeutiques des flavonoides ont maintes fois été démontrés. Selon, des
expéeriences menees sur des souris ont montré que la quercitrine et la quercitrine avaient une
activité antidiarohétique trés importante (Galvez et al., 1993).

Le métabolisme de ces composés consistait & augmenter 1’absorption des électrolytes et
de I’eau par la muqueuse intestinale (Galvez et al., 1993 ). Aussi d’autres flavonoides, comme
I’apigénine, ont été décrits comme des composés bactéricides et bactériostatiques efficaces
(Basil et al, 1999 ; Cusbnie et al, 2003 ; Martini et al., 2004).

De méme, les flavonoides ont déja été utilisés pour le traitement des caractéres d’origine

diététique du fait qu’ils inhibent I’aldose réductase (Goodaizi et al, 2006 ; Ouali et al, 2007)

<



Chapitre Il :

Matériel et
méthodes

/

/




Chapitre 111 Matériel et méthodes

II1.1. Cadre de I’étude

Notre étude expérimentale a été réalisée au sein de 1’Université Mouloud Mammeri de
Tizi-Ouzou (UMMTO) au niveau des laboratoires pédagogiques des analyses
physicochimiques et microbiologiques.

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer certaines propriétés biochimiques
biologiques (Activité Antibactérienne) des extraits phénoliques (aqueux et éthanolique) d’un
fruit Diospyros kaki.

Le travail pratique est subdivisé en quatre parties suivantes :

- Caracterisation phytochimique de fruit Diospyros kaki L.

- Caracterisation physico-chimique de fruit Diospyros kaki L.

- Extraction et dosage des polyphénols totaux et des flavonoides caractérisant le fruit
Diospyros kaki L.

- Activité antimicrobienne des extraits phénoliques de fruit Diospyros kaki L.

I11.2. Appareillages et réactifs

Tous les appareillages, solvants, réactifs chimiques et milieux de culture sont présentés

dans I’annexe 1.

111.3 Matériel biologique
111.3.1 Echantillonnage du fruit
- Le fruit de plaquemine (Diospyros kaki L.) a été acheté dans la ville de Tizi
Ouzou durant la période allant du mois de novembre a décembre. Vu que ce fruit est trés

périssable a été conservé au congélateur jusqu‘au moment d’analyses de caractérisation.

111.3.2.Souches microbiennes utilisées

Le test de I’activité Antimicrobienne des extraits phénoliques (Polyphénols, flavonoides
et tannins) de fruit étudié a été effectué sur deux bactéries (Escherichia coli et Staphyloccus
aureus), et une levure (Candida albicans), et un champignon (Aspergillus niger) (Tableau II).
Toutes les souches testées proviennent du laboratoire de microbiologie de 1’Université de

Tizi-ouzou.

0
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Tableau Il : Souches utilisées lors de 1’activité microbienne.

Souches Type Références
Escherichia coli  Bactérie Gram négatif ~ ATCC26922
Staphylococcus aureus Bactérie Gram positif ATCC25923
Candida albicans Levure /
Aspergillus niger Moisissure /
111 .4 Méthodes d’analyses

I11. 4.1 Obtention de la poudre du fruit analysé

Le séchage des plantes médicinales doit se faire dans un endroit aéré, ombrage, sec et
chaud ne doit changer ni la couleur, ni la forme de matériel végétal et ce pour conserver au
mieux les constituants actifs de ces plantes. La température de stockage ne doit pas dépasser
les 37°C (Ben Ziane et Yousfi, 2001 ).

Le séchage de notre fruit a été réalisé a 40°C dans une étuve jusqu'a I’obtention d’une
maticre séche de 1’ordre de 4%. Par la suite, nous avons réalisé un broyage 1’aide d’un mixeur
puis un tamisage et la poudre obtenue a été conservée a température ambiante a I’abri de la
lumiere jusqu'a sont utilisation.

Le diagramme de la figure 5 résume les étapes suivies pour la transformation de notre

fruit en poudre.
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Figure 5: Etapes suivies pour la transformation de notre fruit en poudre.
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111.5. Analyse phytochimique de fruit
La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires constituants la
poudre de fruit Diospyros kaki L. a été faite selon les méthodes standards de screening
phytochimique (Dohou et al ., 2003 ; Kumar et al.,2010).
La quantité de la substance recherchée est proportionnelle soit a I’intensité de précipité

formé (la turbidité) ou a la coloration.

ITL.5.1. Préparation de I’infusé
e 20 g de la poudre sont macérés dans 100 ml d’eau distillée ;
e Porter le mélange a I’ébullition pendant 15 min puis on filtre ;
o Le filtrat est ajusté a 100 ml d’eau distillée.
L’infusé ainsi obtenu a été utilisé pour la recherche des différents composés chimiques :
» Les anthocyanes
Introduire dans un erlenmeyer 5 ml de I’infusé, puis on ajoute quelques gouttes d’HCI.
Une réaction positive donne une coloration rouge en présence des anthocyanes.
» Les tanins
Quelques gouttes de la solution de FeCl; (5%) sont ajoutées a 5 ml de I’infusé.
La présence des tanins est identifiée par une coloration bleue noire de la solution
» Les tanins galliques
On sature le filtrat par 1’acétate de sodium (CH3COONa), puis on lui ajoute quelques
gouttes de FeCls.
La réaction est dite positive lorsque la coloration bleue foncée apparait.
> Les flavonoides
Sml d’HCI, un copeau de Mg et 1 ml d’alcool iso butanol sont ajoutés a 5 ml de I’infuse
La réaction est dite positive lorsque la coloration est rouge oranger.
» Les saponosides
Dans deux tubes a essai fermés, on met dans I’'un 5 ml d’HCI, dans I’autre 5 ml NaOH ;
On introduit dans chacun deux a trois gouttes de I’infusé, ensuite on 1’agite verticalement
pendant 30 secondes et laisser reposer 15 min.
Une réaction positive est déterminée par la présence ou non d’une mousse persistante.
Deux cas sont possibles :
1% cas : en présence des saponines stéroidiennes, on obtient dans les deux tubes, le méme

volume de la mousse.

-
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2°™cas: Si la plante contient des saponines tri terpéniques, en milieu basique il y’aura
formation d’une mousse quelque fois plus grande par stabilité et par volume.

» Les quinones libres
2 ml d’HCI (1N) et 20ml de chloroforme sont ajoutés a 2 g de la poudre végétale, puis on
laisse le mélange pendant 3 heures. Aprés filtration, on ajoute 5 ml d’ammoniaque (1/2).
La réaction est positive lorsque la coloration rouge violette apparait.

» Les quinones combinées

5 ml d’H,SO4 (2N) ont été ajoutés a 2g de la poudre, on porte le mélange a reflux pendant

2 heures. Le mélange est filtré a 1’aide d’un papier filtre, 20 ml de chloroforme sont

ajoutés au filtrat, puis évaporer a sec, reprise par I’ammoniaque.

La réaction est dite positive lorsqu’une coloration rouge se manifeste.
» Les alcaloides

20 ml d’ammoniaque (1/2) et 50 ml de mélange éther —chloroforme (3/2) ont été ajoutés a

5¢g de la poudre de fruit. Le filtrat est épuisé par HCI (2N).

L’identification des alcaloides a été réalisée grace au réactif de Dragendroff qui donne un

précipité rouge.

> Les glucosides
Quelques gouttes d’H,SO4 ont été ajoutés a2g de la poudre de fruit.
Une coloration rouge brique ensuite violette se manifeste en présence de glucosides.
» Les coumarines
20 ml (éthanol / eau distillée) sont ajoutés a 2g de la poudre. Bouillir le mélange pendant
15 min a reflux puis filtrer et laisser refroidir.

L’identification des coumarines se fait par 1’ajout de 10 gouttes de la solution KOH (10%)
a 3 ou 5 ml de filtrat et quelques gouttes d’HCl a 10% jusqu'a I’obtention d’un milieu
fortement acide.

L’apparition d’un trouble indique la présence des coumarines.

> Les sennosides
On introduit 2,5 g de la poudre de fruit dans une fiole conique plus 50 ml d’eau distillée
plus 2ml d’HCL concentré. On procede a un chauffage au bain-marie pendant 15 min,
puis & un refroidissement puis on ajoute 40 ml d’éther.

On sépare la phase organique étherée de la phase aqueuse. On séche la phase éthérée sur

sulfate de sodium anhydre (Na,SO, H,0). Ensuite, on évapore. Lorsque le résidu est

refroidi, on lui ajoute 5 ml d’ammoniaque (1/2).

N
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La présence des sennosides est identifiée par une coloration jaune ou orange de la solution.
Le chauffage de cette solution au bain- marie pendant 2 min donne une coloration violette

rouge.

I11.6.Caracteérisation physico-chimique de fruit
111.6.1. Détermination de la teneur en eau (NF V 05-113,1972)
Principe
Le séchage a été réalisé dans une étuve avec ventilation d’air de type Mammert a 105+
03°C.
Mode opératoire
La détermination de la teneur en eau se fait de la maniére suivante:

e Peser les capsules en aluminium ;

e Tarer les capsules ;

e Peser dans chaque capsule 10g de I’échantillon, et les placer dans I’étuve ;

e Retirer les capsules de 1’étuve, les placer dans un dessiccateur, aprés refroidissement,
on les pese, I’opération est répétée chaque 15 minutes jusqu'a I’obtention d’un poids
constant.

Expression des résultats

La teneur en eau a été déterminée selon la formule suivante :

M1-M2

H(%)=""—

X 100 | ccceccccceccccee(])

Soit :

H(%) : humidité,

M; : masse de la capsule + la matiére fraiche avant séchage en g ;
M, . masse de la capsule + la matiere apres séchage (g) ;

P : masse de la prise d’essai en g.

Matiére séche % : 100- H% 2

<
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111.6.2.Mesure de pH (NF V 05-108,1997)
Principe
La détermination du pH par la méthode potentiometrique a été réalisée a 1’aide d’un
pH meétre.
Mode opératoire
e 4gde I’échantillon de fruit frais dans 100ml d’eau distillée chaude ;
e Broyer le mélange et laisser refroidir ;
o Etalonner le pH métre en utilisant des solutions tampons ;
e Prélever un volume V de [’échantillon suffisamment important pour permettre
I’immersion de I’électrode ;
e Noter ensuite la valeur du pH.
Remarque

Il faut rincer 1’¢électrode avec 1’eau distillée avant chaque mesure puis sécher a 1’aide du

papier absorbant.

111.6.3. Détermination de la teneur en cendres (NF V 05-113,1972)
Principe
Chaque échantillon est calciné a 550°C dans un four a moufle jusqu’a 1’obtention des
cendres blanchatres de poids constant.
Mode opératoire

e Dans des creusets en porcelaine, peser 10g de I’échantillon ;

e Placer les creusets dans un four a moufle fermé; la température est augmentée
progressivement de maniére a éviter une calcination violente de produit ce qui
entrainerait des pertes maintenues a une température de 550°+15°C jusqu'a obtention
d’une couleur blanchatre de poids constant ;

e Retirer les creusets du four et les mettre a refroidir dans le dessiccateur, puis les peser.

Expression des résultats

La teneur en cendres est calculée sur la base de la formule suivante :

M1-M2

MO% = 5

x 100 PP )

Soit :

MO : matiére organique en (Q) ;

<
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M; : masse de creuset + la prise d’essai en (g) ;

M, . masse de creuset apres incinération en (g) ;

P : masse de la prise d’essai (g).

Soit ;

TC% =100- MO% | ceveverneenee  (4)

Tc : Taux de cendres.

111.6.4. Détermination des éléments minéraux (NF V05-113,1972)

Principe

La minéralisation est la mise en solution des éléments suivants (Na, K, Mn, Fe, Zn,

Cu, Cr, Ni, Cd, Mg, Pb).

Le but de la minéralisation est la reprise de cendres obtenues précédemment sous forme

liquide (Audigie, 1978).

Mode opératoire
Apreés calcination de 10,5g de matiere seche (le fruit) récupérer les cendres obtenues ;
Humecter lentement les cendres par 3 ml d’eau bi distillée et 3 ml d’acide
chlorhydrique concentré pour assurer une franche réaction acide ;
Chauffer sur une plaque chauffante douce sans dépasser 250°C jusqu'a apparition des
premiéres vapeurs ;
Laisser reposer quelques minutes ;
Ajouter 1 ml d’eau bi distillée puis filtrer sur un papier filtre sans cendres dans une
fiole jaugée de 100 ml, rincer 3 a 4 fois a I’eau bi distillée de 30 a 40°C ;
Incinérer le papier filtre et son contenu pendant une demi-heure a 550°C au maximum
dans le four a moufle ;
Ressortir apres refroidissement les capsules ;
Humecter une deuxié¢me fois par 5 ml d’acide chlorhydrique a 37% ;
Mettre les capsules pour une deuxiéme fois sur la plague chauffante jusqu'a apparition
des premieres vapeurs ;
Ajouter 1ml HCI ;
Ajouter 1 ml d’eau bi distillée puis filtrer sur un papier filtre sans cendres dans la

méme fiole jaugée 100 ml et laver avec de I’eau tiede ;

-
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Amener al00 ml, complétant au trait de jauge apres refroidissement avec 1’eau bi
distillée ;

Mettre 20 ml de cette solution dans des tubes a essai.

Réaliser 1’atomisation a I’aide d’un atomiseur a flamme, la concentration de chaque

¢éliment est déterminée a 1’aide d’une courbe d’étalon.

111.6.5. Détermination de I’acidité titrable (NF V 05-108,1997)

Le principe de cette méthode consiste en un titrage de 1’acidité¢ avec une solution

d’hydroxyde de sodium NaOH (0,1N) en présence de phénophtaléine comme indicateur de

couleur.

Mode opératoire

Peser 10g de 1’échantillon ;

Placer I’échantillon dans une fiole conique, puis on ajoute 70ml d’eau distillée
récement bouillie et refroidie, puis mélanger jusqu'a 1’obtention d’un liquide
homogeéne ;

Chauffer le contenu au bain marie pendant 30mn ;

Refroidir, transvaser quantitativement le contenu de la fiole conique dans une fiole
jaugée de 100ml et compléter jusqu’au trait de jauge avec 1’eau distillée, bien
mélanger puis filtrer.

Prélever 10ml du filtrat dans 10ml d’eau distillée ;

Ajouter trois gouttes de phénolphtaléine et tout en agitant, titrer avec de la solution
d’hydroxyde de sodium 0,IN jusqu’a I’obtention d’une couleur rose persistante

pendant 30 secondes.

Expression des résultats

Soit :

L’acidité titrable est calculée par la formule suivante :

175xV1

A(%): VOxM

tesscssseccciiiens  (5)

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.

*
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111.6.6. Dosage des sucres
Pour ce dosage, on met en évidence trois catégories de sucres a savoir : les sucres
totaux, les sucres réducteurs et le saccharose.
Avant de lancer les dosages, on prépare les solutions de Fehling A et B et les deux
filtrats (1) et (2) de composition suivante :
> Filtrat(1)
e Peser 10g de I’échantillon dans un bécher de 100ml ;
e Ajouter 2,5ml d’acétate de plomb,
e Remplir jusqu’au 2/3 du volume de bécher avec I’eau distillée ;
e Agiter a plusieurs reprises et laisser reposer pendant 15min ;
e Ajuster avec d’eau distillée a 100ml ;
e Homogeénéiser et filtrer sur un papier filtre et récupérer le filtrat.
> Filtrat (2)
e Prélever 50ml du filtrat(1) et ajouter Sml d’HCI concentré ;
e Chauffer le mélange au bain marine a 70°C pendant 5 min ;
e Neutraliser avec NaOH (10N) en présence de phénolphtaléine a 1%.
> Dosage des sucres totaux
Mode opératoire
e Prélever 5ml de la solution Fehling A et 5ml de la solution Fehling B;
e Ajuster jusqu'a 100ml avec I’eau de robinet;
e Chauffer le contenu jusqu'a ébullition durant 2mn ;
e Titrer par le filtrat(2) obtenu jusqu’a la disparition de la couleur bleue ;
e Ajouter 2 gouttes de bleue de méthyléne jusqu’a ce que la coloration bleue soit
remplacée par une coloration marron cuivrée ;
e Noter le volume de filtrat(2) V.
Expression des résultats
La quantité des sucres totaux estimee dans la prise d’essai est donnée par la formule

suivante :

500

=X
St Vx(V2—0,05)

0| eeeeeccssssennnnnnnes (6)

Soit :

<
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St: 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
e Introduire 5ml de la solution Fehling A et 5ml de la solution Fehling B dans un bécher
de 500ml ;
e Ajuster jusqu’a 100ml avec I’eau de robinet ;
e Chauffer le contenu jusqu’a 1’ébullition durant 2mn ;
e Titrer par le filtrat(1) jusqu’a ce que la teinte bleue disparaitre ;
e Ajouter 2 gouttes de bleu de méthyléne et continuer le titrage jusqu’a ce que la
coloration bleue devienne rouge brique;
e Arréter le titrage et noter le volume du filtrat(1) dépensé V;.
Expression des résultats
La quantité de sucres réducteurs dans la prise d’essai est donnée par la formule

suivante :

240

Sr= Vx(V1—0.05)

...........0...0....(7)

Soit :
Sgr: 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 selon la formule suivante :
S:(ST—SR) x0’95 ...........0...0...(8)

Soit :
S : quantité de saccharose en g/l ;
St: quantité des sucres totaux en g/l ;

Sr: quantité des sucres réducteurs en g/l.

S
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111.6.7. Dosage de I’acide ascorbique
Le dosage direct par la méthode iodométrique a été adopté.
Principe
Cette méthode est basée sur la réaction d’oxydation de 1’acide ascorbique par 1’iode en
milieu acide.
Mode opératoire
e Prendre 50ml de filtrat ;
e Ajouter 3ml de I’acide sulfurique(H2SO4) a 0,1N et quelques gouttes d’amidon a 0,5%
comme indicateur coloré ;
e Titrer le mélange par une solution d’iode a 0,05% jusqu'a ’apparition de la couleur
bleue ;
Expression des résultats
La quantité d’acide ascorbique que contient 11 de filtrat est donnée par la formule

suivante :

Y= Nx20x%4.4 d’acide ascorbique par litre.| eeeeccccccecss(9)

Soit :
N : nombre de ml d’iode versés ;

Y : la quantité de la vitamine C dans 1’échantillon (mg/1).

111.7.1.Dosage des polyphénols totaux

Principe

La teneur en polyphénols a été déterminée par spectrométrie selon la méthode de Folin-
ciocalteu (Singleton et al.1999). Ce réactif de couleur jaune est constitué d’un mélange
d’acide phosphotungstique (Hz PW1, O4) et ’acide phosphomolybdique (Hz PMo Oy).

Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-ciocalteu en un
complexe ayant une couleur constitue d’oxyde de tungsténe (Wg Oy3) et de molybdéne (Mog
O23), 'intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés

(Biozot et Charpentier, 2006).

5]
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Mode opératoire
Le matériel végétal broyé (10g) est soumis & une extraction par macération dans deux
solvants, I’eau distillée et 1’éthanol (50 ml) pendant 72 h puis les extraits sont filtrés (Figure
6).

Figure 6 : Filtration des extraits aqueux et éthanolique de fruit Diospyros kaki L.

Le dosage des polyphénols dans chaque extrait est adopté selon le diagramme suivant :

Figure 7 : diagramme de dosage des polyphénols totaux (Singleton et al.1999)
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» Courbe d’étalonnage

La concentration en composés phénoliques totaux a été déterminée en se référant a la
courbe d’étalonnage obtenue en utilisant I’acide gallique comme standard d’étalonnage.

Une courbe d’étalonnage a été établie en utilisant I’acide gallique comme standard
(annexe 2).

Expression des résultats

Les résultats des polyphénols sont exprimes en milligramme d’Equivalent d’Acide
Gallique par gramme de Matiére Seche de fruit (mg EAG /g MS).

111.7.2.Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium AlCl3 (Kosalec et al ., 2004) a été adoptée
pour quantifier les flavonoides dans les différentes extraits (aqueux et ethanolique) de notre
fruit (Figure 8).

Figure 8 : extraits de flavonoides de Diospyros kaki L.
(a droit: Extrait éthanolique a gouche : Extrait aqueux)
Le diagramme ci-dessous montre les différentes étapes respectées pour doser les

flavonoides.

ettty
—Mmmiononn |
_
e brbansed ioan

Figure 9 : Etapes de dosage des flavonoides (Kosalec et al ., 2004)

3



Chapitre 111 Matériel et méthodes

v Courbe d’étalonnage
La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage
réalisée en utilisant la quercetine comme un flavonoide standard.
Expression des résultats
La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme d’Equivalent de Quercetine par

gramme de poids sec de I’extrait.

I11.8.Extraction des tannins
Pendant 1’étape d’extraction, certaines précautions ont été prises afin de protéger les
tanins de toute degradation éventuelle induite par la lumiére (Garcia Perez, 2008). Cependant,
la verrerie d’extraction a été enticrement recouverte de papier d’aluminium.
» Extraction par des solvants
Dans cet essai I’extraction a été faite en réalisant deux types de macération; la premicre
dans 1’¢éther diéthylique pour éliminer les phénols, les catéchines et I’acide oxybutyrique, la
deuxieme, dans le méthanol pour récupérer I’extrait méthanolique des tanins (Bruneton,

1999; Biayem, 2002). Les étapes sont éxpliquées dans le diagramme de la Figure 10.

Ajouter 50ml d’éther diéthylique a 30g de poudre de fruit

> 2

Agitation pendant 15 min et récupération de marc par filtration

4

Reprendre le marc dans 100 ml de méthanol

: 2

Agitation pendant 2h et récupération du filtrat (I’extrait méthanolique des tanins par
filtration

> 2

Concentration du filtrat obtenu sous vide a 60°C

Figure 10 : Etapes d’extraction des tannins (Garcia, 2008).

-
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111.9 Analyse rhéologique des poudres

On distingue deux grandes classes d’analyses rhéologiques des poudres en
pharmacologie soit on a recours a des méthodes directes qui refletent directement la taille des
particules (la microstructure), soit & des méthodes indirectes qui considerent que la taille des
particules comme un parameétre susceptible d’intervenir dans un phénoméne physique en
I’occurrence les mouvements des particules (la granulométrie, ’indice de gonflement).

Lors de notre étude nous avons opté pour I'un des paramétres qui caractérise le

mouvement des particules a savoir : la granulométrie.

111.9.1 Analyse de la granulométrie

= Principe

C’est une méthode indirecte qui consiste & déterminer la répartition granulometrique
par la technique de diffraction de la lumicre laser aprés mise en suspension de 1’échantillon
dans un dispersant (MASTERSIZER 2000).

Les particules passant devant un faisceau de laser, provoquant une déviation de la
lumiere. La quantité de la lumiere déviée est proportionnelle a la taille des particules. Ce type
d’appareil (Figure 10) permet de mesurer des particules sphériques a partir de 0,05pum.

Cette analyse a éte réalisée au niveau de la Faculté des Sciences de I’Ingénicur de

I’Université de Boumerdés.

Figure 11 : Granulométrie laser MASTERIZER 2000 version 4.0
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111.10 Activité antimicrobienne

La détermination de [D’activité microbienne des extraits phénoliques (aqueux et

éthanoiques) de Diospyros kaki L. (Figure 12) a été évaluée vis — a —vis des souches

-
.

microbiennes.

Figure 12 : aspect des composés phénoliques de Diospyros kaki L.

a) Extrait aqueux et ethanolique de la matiére fraiche; b) Extrait aqueux et ethanolique de le

poudre de fruit et ¢) tannins extraits a base de la poudre et le fruit a 1’état frais.

» Préparation des milieux de culture

Les milieux de culture utilisés pour réaliser 1’activité antimicrobbienne sont : la gélose
Muller Hinton (MH) utilisée pour la culture des souches bactériennes, le milieu Potato
Dextrose Agar (PDA) utilisé pour les souches fongiques. La composition des deux milieux est

présentée dans I’annexe 1.
» Préparation des disques

Des disques de papier Wattman de 6mm de diamétre ont été préparés et stérilisés apres
une mise dans un tube a essai au moyen d’un autoclave et conservés jusqu’au moment de

leurs utilisation.

» Préparation des prés cultures
Les souches bactériennes a tester ont été cultivees dans des boites Pétri contenant le
milieu MH et incuber pendant 18 a 20h a 37°C. De méme, les souches fongiques a tester ont

été cultivées dans des boites de Pétri contenant le milieu PDA incuber a 30°C pendant 72h.
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» Standardisation des suspensions bacteriennes
A T’aide d’une pipette Pasteur, nous avons prélevé quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques et ont été mises dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9% de sel
(NaCl). La suspension bactérienne est bien homogénéisée.
L’absorbance (densité optique) des suspensions bactériennes et de la levure est mesurée
a une longueur d’onde de 620nm et doit étre comprise entre 0,08 et 0,1 (Benhammou et al.,
2008).
Dans le cas d’Aspergillus Niger un comptage des spores sur la cellule de malassez a été
réalis¢ aprés prélévement des spores jeunes (cultures de 3 jours) dans 10ml d’eau

physiologique

» Mise en évidence de ’activité antibactérienne par la méthode de disques

La méthodes de diffusion a partir d’un disque a été utilisée pour mettre en évidence
I’activité antimicrobienne (Benjelali et al., 1986).

Les disques prépréparés sont imbibés par 20 pl de chaque extrait. Par ailleurs, le
Mueller-Hinton stérile est coulée dans des boites de Pétri de 90 mm de diameétre jusqu’a une
épaisseur de 4 mm puis laisser refroidir.

Les boites de Pétri stériles préalablement coulées, sont ensemencées par
¢couvillonnages a I’aide d’un écouvillon stérile, en tournant chaque fois la boite environ 60°
de telle sorte a assurer une distribution homogene des bactéries.

A I’aide d’une pince stérile, les disques de papier filtre contenant les produits a tester
sont déeposés a la surface de la gélose.

L’activité antimicrobienne a été déterminée en mesurant le diamétre de la zone
d’inhibition produite autour des disques apres la durée d’incubation a la température du germe
testé.

Lecture
La lecture se fait par la mesure des diameétres des zones d’inhibition et peut étre
symbolisée par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis de 1’extrait testé (Ponce
et al., 2003).
e Souche non sensible (-) ou résistante : diametre <a 0,8 cm ;
e Souche sensible (+) : diametre compris entre 0,9 et 1,4 cm ;
e Souche tres sensible (++) : diamétre compris entre 1,5et 1,9 ;

e Souche extrémement sensible (+++) : diametre >a 2 ,0cm.

-
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1V.1. Résultat de I’analyse phytochimique

Le tableau Il résume les résultats des tests phytochimiques effectués sur la matiere

fraiche du fruit.

Tableau 111 : Résultats du screening phytochimique de fruit de Diospyros kaki L.

Métabolites  Coloration Quantité Résultats

secondaires

Anthocyanes

Tanins Bleu noir +++

Tanins Bleu foncée +++

galliques

Flavonoides  Rouge ++
orange

Quinones Blanchatres +

libres

Quinones -

combinés Orange

Saponosides +++
Présence de
mousse

Alcaloides Rouge ++
brique

E
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Sennosides Rouge -

Glucosides Rouge +++
brique
ensuite
violette
Coumarines it
Apparition

d’un trouble

Les résultats de cette analyse démontrent que, le fruit Diospyros kaki L. est riche en
composés secondaires tels que les tannins, les tannins galliques, les flavonoides, les
glucosides et les saponosides.

D’aprés (Ahn et al., 2000) les tannins sont 1’une des catégories importante de molécules
bioactives présente dans la pelure de kaki avec un poids moléculaire allant jusqu’a
1,12x10%da.

Il contient des résidus d’acide gallique liés au glucose via des liaisons glycosidique (Wu
et Hwang, 2002 ).

De méme les quinones combinés les anthocyanes et les sénnosides sont absents dans ce

fruit.

IV.2. Résultats de quelques paramétres physico-chimiques
Les résultats des parcmeétres physico-chimiques de fruit de Diospyros kaki L. a 1’état
frais sont résumés dans le tableau IV. Les résultats sont présentes sous forme de la moyenne

de deux essais * ecart-type(ET).
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Tableau IV : Résultats de quelques paramétres physico-chimiques de fruits Diospyros

kaki (matiére fraiche).

Parameétres physico-chimiques Variété de Diospyros kaki  Variété de Diospyros kaki

(yémon) Souci et al., (2004)

pHa 20°C 5,55+0,21 6.7
Acidité titrable (%) 0.28+0.93 /
Teneur en eau (%) 78,05+0,73 80
Teneur en cendres (%) 0,49+0,028 0.5

Sucres totaux 17,34+1,902 15
SUCTeS  Taux de saccharose 15,81 /
(9/1) .

Sucres réducteurs 0.694+0.07 8,15
Acide ascorbique (mg/l) 853+24,04 509 et 545
Matiére organique (%) 99,51+0.028 /

Les résultats du tableau IV révélent que le fruit analysé présente un pH légérement
acide, et une acidité titrable qu’est relativement faible. En outre, il est trés riche en eau
(78,77%). Ces résultats sont en accords avec ceux signalés par (Sousi, Fachimann et Kraut.,
2004) travaillant sur la méme variété de fruit. Ainsi, notre fruit est trés riche en matiere
organique. Néanmoins, il possede une quantité de sucres Iégérement élevée par rapport a celle
de la variété yémon.

Notre fruit est trés riche en acide ascorbique (853+24,04) en comparant avec les
résultats signalés par (Femminia.,1977). Ce dernier a étudié¢ ’effet de la température de
conservation de la variété Diospyros kaki sur la teneur en acide ascorbique. Cet auteur a
montré que, la teneur en vitamine C de Diospyros kaki a 1’état frais était comprise entre 85,69
et 102,47mg/100g ou entre 460,872 et 541,24mg/100gen poids sec. Dans le cas ou le fruit est
congelée la teneur en vitamine C est comprise entre 509,223 et 545,137mg/100g en poids sec.

E



Résultats et discussion

IVV.3. Composition minérale

Les résultats d’analyse de la composition minérale de la poudre de Diospyros kaki L. sont

présentés dans le tableau V.

Tableau V: Composition minérale de fruit Diospyros kaki (mg/Kg MS).

Fe 442,889
Zn 137,8521
Cu 487,768
Na 27563,37
Cd -

Cr 58,135
Pb -

Mg 1744417
Ca 21695,79

Les résultats présentés dans le tableau V révelent que le fruit Diospyros kaki L.est riche
en minéraux essentiels a 1’organisme (sodium, calcium et le magnésium). Néanmoins, les
autres minéraux tels que : le fer, le cuivre et le zinc se trouvent a des teneurs plus au moins
importantes. De point de vue toxicité, le fruit en question possede des teneurs négligeables en
métaux lourds (le plomb, le cadmium,).

En effet, la richesse en minéraux peut s’expliquer par les conditions de culture (climat

humide et méme le type de sol).

IV.4.Analyse des composés phénoliques
Les teneurs en PPT et en flavonoides extraits d notre fruit sont données sous la forme de

moyenne de trois essaist ecart-type (Tableau V1).
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Tableau VI : Résultat de dosage de PPT et des flavonoides des extraits de fruit frais.

Extrait Teneur en polyphénols Teneur en flavonoides (
(mgeEAG/g MS) (mgEQ/Q),

Extrait 140,01+0,354 30,97£2,75

ethanolique

Extrait aqueux 75,6+0.645 20,78+1,86

Les résultats de tableau ci-dessus démontrent que 1’éthanol est un meilleur solvant
d’extraction des PPT et des flavonoides en comparaison avec 1’eau.

En effet, selon Jaropic et al., (2009), rapportent que 1’efficacité de 1’extraction des
composés phénoliques dépend du type de solvant.

La variation des acides phénoliques totaux dépend en grand partie de solvant emporté
des substances non phénoliques comme, les sucres, les protéines et les colorants qui peuvent
interférer pendant une évaluation phénolique (Djerdane et al., 2006). Le dosage par le réactif
de Folin ciocalteur donne une évaluation brute de tous les composés phénoliques d’un extrait,
il n’est pas spécifique aux polyphénols mais beaucoup de composés peuvent réagir avec ce
réactif donnant un taux phénolique apparent élevé (Tawaha et al., 2007) .

Clementine et al., (2012), ont démontré dans leurs travaux de recherche que 1’éthanol
est le meilleur solvant que I’eau, il solubilise correctement les composés moyennement
polaire et peut entrainer aussi des substances lipophiles résiduelles, 1’addition de 1’eau au
systeme d’extraction fait améliorer le rendement en composés phénoliques glycosylés et des
phénols avec un degré de polymérisation plus élevé.

La quantité des polyphénols totaux a été rapportée en microgramme équivalent de
quercitine par gramme de poids sec de I’extrait. Les valeurs sont données sous la forme de
moyenne de trois essais + ecart-type.

Pour le fruit de Diospyros kaki L. certains composants sont prédominent par exemple
les oligomeres, flavonoides, les tannins, les acides phénoliques (Do et al , 2003). En outre on

trouve les caroténoides (Hommava et al., 1990 ; Yakozawa et al., 2007).

.
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Des études faites par (Niaz et al., 2017) dévoilent que la teneur en flavonoides peut
atteindre 69/RG chez Diospyros kaki.
Nous pouvons conclure de cette analyse que les plaguemines sont riche en flavonoides

ce qui lui confere plus de propriétés biologiques.

IV.5. Résultats de la granulométrie

Les résultats de la granulométrie de la poudre de notre fruit séché a 40°C ce sont

présentés dans la figure 13

Particle Size Distribution
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- k3 W B O = O w

=]

o
—
—
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Figure 13 : Distribution granulaire de la poudre de fruit de Diospyros kaki L.

L’analyse de la granulométrie révele que la poudre analysée possede un grain
majoritaire  (90%) de taille de (386.759um). Cette poudre présente une propriété
pharmacodynamique trés intéressante (bon écoulement). Notamment, cette taille est tés
intéressante de point de vue transfert et libération des substances bioactives. Ceci est attribué
a la composition de la chair de notre fruit y qu’est composé de substances qui se désintégrent
facilement. Ces résultats sont comparables a ceux trouvés par Benahmed Djilali et al. (2016)
qui ont travaillé sur le séchage doux de fruit de jujube.

Il est intéressent de recommander le séchage doux comme moyen de conservation de
notre fruit. Ainsi, la poudre obtenue présente plusieurs modes d’application (alimentaire et

pharmaceutique) (pastilles, compotes pour bébg, sirop antidiarrehique).

<
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1VV.6. Résultats de ’activité antibactérienne

Les résultats du test de I’activité anti-microbienne des extraits phénoliques (PPT,

flavonoides et tanins) de Diospyros kaki L. a I’état frais et séché vis —a-vis les souches

testées sont regroupeés dans le tableau suivant :

Tableau VII : Diamétres (mm) des zones d’inhibition (moyenne + ET) exprimés pour les

extraits de la matiere fraiche et de la poudre (n=3 et n=2) vis-a-vis E coli et S aureus.

Diamétre d’inhibition (mm)
Microorganism
€s ) D.kaki L. frais D.kaki L. séché 2 40°C Tannins
testes
Extrai | Extrait Extrait Extrait Matiére Poudre
t Ethanolique | aqueux Ethanolique | Fraiche
Aqueu
X
0 11,16+0.28 10£1.73 | 13,5+2.12 9,5#0.7 | 9,5¢1.41
E. coli ATCC
25922
- + + + + +
0 12,33+2,30 10+1,0 | 10,33+0.76 10,5+£0.7 | 9,12+0,17
S. aureus
ATCC
- + + + + +

Remarque: le diamétre des disques =6 mm sont inclus dans les mésures.

.
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14 - M Extrait aqueux de la
matiéere fraiche
12 A s .
M Extrait éthanolique de la
10 - matiere fraiche
M Extrait aqueux de la
8 - matiéere séche
6 - H Extrait ethanolique de la
matiere séche
4 A B Tannins matiére fraiche
2 .
M tannins poudre
o T T 1
Escherichia coli Staphylococcus
aurieus

Figure 14 : Représentation graphique des diamétres des zones d’inhibition en (mm)

des extraits éthanoliques de la matiére fraiche et de la poudre de Diospyros kaki L vis-a-vis E
coli et S aureus.

D’apres le tableau VIII, on peut déduire 1’effet antimicrobien de fruit Diospyros kaki L.
sur I’ensemble des souches testées. Cet effet est du a la présence des flavonoides, des
polyphénols et des tanins qui sont des metabolites secondaires réputés pour des effets
antibactériens (Havsteen, 2002).

Ces résultats montrent clairement que 1’extrait ethanolique issu de fruit séché présent
une grande zone d’inhibition (13,5+2,12) vis-a-vis E-coli ATCC 25922.

Toutefois, I’extrait ethanolique issu de fruit frais présente des zones de diamétres qui
varient entre (10£1,73) et (11,16+0,21) vis-a-vis E .coli ATCC 25922 et des zones plus
importantes vis-a-vis S-aureus ATCC qui présentent un diameétre variant de (12,33+2,30) et
(10£1,0).

L’extrait ethanolique issu de la poudre de fruit présente le méme effet sur S-aureus
ATCC et E-coli ATCC 25922.

L’extrait aqueux issu de fruit frais ne présente aucune activité inhibitrice vis-vis de

toutes les souches testées.
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Tableau VII : Diamétres (mm) des zones d’inhibition (moyenne + ET) exprimés pour les

extraits de la matiére fraiche et de la poudre (n=3 et n=2) vis-a-vis C albicans et A niger.

Diamétre d’inhibition (mm)

| Microorganisme
testés

D.kaki L. frais D.kaki L. séché a 40°C Tannins

Extrait Extrait Extrait  Extrait Matiére  Poudre
aqueux Ethanoique aqueux éthanoique fraiche

11+1,01 17,33%2,30 9,75+0.35 21,33+2,08 0 15,33+2,5
Candida albicans
+ ++ + +++ - ++
0 0 0 0 0 0

A niger

25 M Extrait aqueux de la
matiéere fraiche
20 W Extrait éthanolique de la
matiére fraiche
15 - M Extrait aqueux de la
matiéere séche
10 - B Extrait ethanolique de la
matiére séche
5 - B Tannins matiére fraiche
0 . . M tannins poudre
Candida albicans Aspergilus niger

Figure 15 : Représentation graphique des diamétres des zones d’inhibition en (mm)
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des extraits éthanoliques de la matiére fraiche et de la poudre de Diospyros kaki L.

Extrait ethanolique MF Extrait ethanolique de la poudre

Nous constatons d’aprés le graphe (Figure 15) que D’extrait éthanolique issu de la
poudre du fruit analysé montre une grande zone d’inhibition (21,33£2,08) vis-a-vis Candida
albicans en comparaison avec 1’extrait aqueux (17,33+2,30) vis-a-vis la méme souche. Cette
différence peut étre expliquée par la disponibilité des composés phénoliques qui sont mieux
libérés dans I’éthanol que dans I’eau.

Concernant 1’effet des tanins, nous remarquons que les tanins issus du fruit a 1’état frais
ont présenté une activité inhibitrice contre Candida albicans (15,33+2,5). Néanmoins, ceux
issus de la poudre de fruit n’ont exercé aucune activité antifongique vis-a-vis la méme souche
fongique. Le méme effet a été observe pour la deuxieme souche fongique Aspergillus niger
qui s’avére résistante vis-a-vis les extraits (aqueux et éthanolique) issus de fruit a 1’état frais.
En outre, Candida albicans révéle résistante en présence de 1’extrait aqueux de fruit.

L’inhibition peut étre expliquée par deux par deux effets: effet de la température de
séchage de fruit ou bien effet du solvant d’extraction. Les deux effets ont un impact sur la
disponibilité des substances bioactives.

En effet, la température de séchage influence d’une part la disponibilité, la nature et la
concentration des (tanins, tannins galliques, flavonoides.....) existants dans la poudre, et
d’autres part, 1’é¢thanol peut pénétrer dans les parois des levures et des moisissures
contrairement a I’eau qui ne diffuse pas dans les parois de celles-Ci. vu leur structure qu’est
constitué de trois polysaccharides : B-1,3 glucane, la chitine et la maniane associées par des
liaisons chimiques (Farkas et al., 1985).

Il est probable que, les molécules contenues dans les extraits testés inhibent la synthése de la
chitine et agissent alors comme certains antibiotique Isone et (Suzuki 1979).

-
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Conclusion

Cette étude avait pour objectif d’étudier quelques propriétés physico-chimiques
biologiques et rhéologiques de fruit de plagueminier (Diospyros kaki L.) qu’est un fruit
exotique cultivé en Algérie possédant des propropriéts nutritionnelles et thérapeutiques qui

sont méconnues par le consommateur algérien.

Les résultats de caractérisation de quelques parameétres physico-chimiques de ce fruit ¢

I’état frais démontrent que le fruit Diospyros kaki L. est riche en eaux avec de teneur 78,0%.

Les résultats du screening phytochimique révelent que ce fruit est riche en tannin,
tannins galliques, caroténoides, glucosides. En outre, ce fruit constitue une source importante

en sodium, calcium, magnésium.

L’éthanol a montré un taux d’extraction élevé en polyphénols (140,01+0,354) en

comparaison I’extrait aqueux (76,5+0,645).

L’analyse de la granulométrie montre que la poudre de fruit séché a 40°C démontre une
taille de grain majoritaire de 386 ,759um. Cette poudre posséde une propriété

pharmacodynamique tres intéressante (bon écoulement). .

Les résultats de I’activité antimicrobienne montrent que les extraits éthanoliques
préparés a base de fruit séché a 40°C et de fruit frais présentent une meilleure activité
antimicrobienne contre les souches testées E coli et S aureus, C albicans, A niger.
contrairement les extraits préparés a base de fruit frais et séché a 40°C en testant la méme
dose. Ainsi la meilleur zone (21,33+2,08) est observée pour 1’extrait éthanolique a base de

fruit séché a 40°C vis- a- vis la levure Candida albicans.
Les tannins de fruit frais et de la poudre ont une méme activité vis-a-vis E-coli avec une zone

d’inhibition de diamétre 9,5+0,5 et présent une meilleur zones d’inhibition vis-a-vis condida
albicans de diameétre de 15,33+2,5.
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Annexe 1

Tableau 1 : Appareillages, solvants, réactif chimique et milieux de culture, appareillages

utilises pour I’activité antimicrobienne, matériels, solution.

Milieu de culture

-Balance de précision 0.001g -Acide chlorhydrique -Muller Hinton(MH).
(KERN 770) -Ammoniaque -PDA.
-Bain marie, -Acétate de sodium

Etuve(MEMMERT) -Acide gallique

-Four a moufle -Acide sulfurique

(NABERTHERM) -Acétate de plomb

-PH-Meétre(INOLAB) -Chloroforme

-Plaque chauffante(RYPA) -Carbonate de sodium
-Rotavapeur(STUART) -Carbonate de sodium
-Spectrophotométre visible -Eau distillée

(EV 9200) -Bleue de méthylene

-Réfrigérateur, béchers, -Méthanol

burettes, fiole, ampoule a -Magnésium

décanter, entonnnoir, -Sulfate d’aluminium

flacons,pipette gradée, -sulfate de sodium anhydre

Pipette pasteur, cristallisoirs, -Réactif de dragendroff

éprouvettes, tubes a -Réactif du folin-ciocalteu

essai....ect) -Sulfate de cuivre

-creusets en porcelaine

Mortier, pilon, verre de

montre, papiers filtres,

spatule, cuves.

Appareillages utilisées pour Matériels Solution
I’activité antimicrobienne

-Autoclave de paillasse -Anse de platine, bec bunsen, -Eau distillée
(WEBECO) Boites de pétri, cuves, disques -Eau physiologique
-Bain marie(MEMMERT) stériles(papier Wattmann), Stérile(9 g/l)
-Etuve écouvillons, embouts en -Eaudejavel
bactériologiques(MEMMERT) : plastiques stériles, micropipettes,

Etuve 37°C et Etuve 28°C pince, pipette pasteur, portoir
-Spectrophotomeétre  visible pour tubes, tubes a essai.

(MEDLINE)

-Réfrigérateur
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Annexe 2
1. Préparation de la gamme d’étalonnage des polyphénols

Une courbe d’étalonnage est préparée en utilisant 1’acide gallique comme standard.
e Préparation de la solution d’acide gallique

Dissoudre 0.5g d’acide gallique dans 100ml d’eau distille. Soit une solution mere (SM) avec
une concentration de 0.5mg/ml.

Il faut diluer la solution obtenue. Prendre 1ml de la SM et la mettre dans 9ml d’eau distillée
pour avoir 10™. A partir de la 10" refaire la méme chose pour obtenirl0?.c’est cette solution
qu’on va utiliser dans notre gamme.

_____
0 10

Acide gallique 0 400 800 1200 1600 2000
ul
Eau distillée 2000 1600 1200 800 400 0
ul

1. Remplir les tubes avec (I’eau distillée+acide gallique) selon les quantités mentionnées
dans le tableau ci-dessus.

2. Ajouter atous les tubes 50ul du réactif folin-ciacolteu, et ce a I’abri de la lumicére.
3. Homogénéiser au vortex
4. Laisser agir pendant 5mn.
5. Ajouter 500 ml de carbonate de sodium Na,COj3 (20%).
6. Incuber a I’ombre a la température ambiante pendant 1 heure. L’absorbance est
mesurée & 760nm contre un blanc (acide gallique sans extrait).
po 12 y=1,5385x
R?=0,9341
10
8
6 ¢ CON
4 7S ——Linéaire (CON)
—— Linéaire (CON)
2 ¢
0 ¢ : : : . concentration
0 2 4 6 8




Listes des Annexes

2. Préparation de la gamme d’étalonnage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode d’AlClzen utilisant comme

standard la quercetine, les teneurs en flavonoides sont exprimées en mg EQ/g d’extrait.

y =0,0942x - 0,0387
R*=0,9982

1,4 -

¢ DO
——Linéaire (DO)

—— Linéaire (DO)

DO a 430 nm

0 T T 1
) 5 10 15

Concentration de la quercetine en( mg/Il)
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Annexe 3

e Préparation les milieux de cultures utilisées lors des tests microbiologiques
1. Milieu Muller-Hinton

Le milieu de culture approprie a cette étude est le milieu Muller — Hinton préparé
comme suit : Dissoudre 19g de la gélose Muller-Hinton dans 500ml d’eau distillée. Faire
bouillir avec agitation jusqu’a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15 minutes a
121°C et finalement couler le milieu dans les boites de Pétri.

2. Milieu PDA
Faire bouillir 200g de pomme de terre dans 600ml d’eau pendant 20min, puis filtrer.
Ajouter au filtrat 20g d’agar et 15g de glucose puis ajuster avec de I’eau a 1000ml.

Faire bouillir avec agitation jusqu’a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15
minutes a 121°C et finalement couler le milieu dans des boites Pétri.

3. Eau physiologique

Dissoudre 9g de Na Cl dans 1000ml d’eau distillée. Bien agiter le mélange pendant 5
minutes jusqu’a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15 minutes a 121°C.

e Préparation des solutions
1. Acétate de Zinc

Préparé 3g de I’acétate de Zinc dans 10 ml d’eau distillée avec agitation jusqu’a
dissolution compléte.

2. Bleu de méthyléne

Préparé 0.1g dans 50ml d’eau distillée avec agitation jusqu’a dissolution compléte.
3. NaOH(10N)

Dissoudre 8g dans 20ml d’eau distillée avec agitation jusqu’a dissolution compléte.
4. H,SO,

Mélanger 5.5mIH,SO, dans 1000ml d’cau distillée avec agitation jusqu’a dissolution
complete.

5. Phénophtaléine a 1%
Dissoudre 0.5g de phénophtaléine dans 50 ml d’éthanol.

6. HCL (2N)
Préparé 20ml de HCL a 32% dans 100ml d’cau distillée.
7. Solution méthanolique (2 N)
Dissoudre 11,2 g d’hydroxyde de potassium dans 100 ml de méthanol.
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Annexe 4

Les zones d’inhibitions des différentes souches testées

Staphylococcus aureus

Extrait aqueux MF

Tannins matiére fraiche

Extrait aqueux de la poudre Extrait ethanolique de la poudre
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Escherichia coli

Extrait aqueux de la poudre Extrait ethanolique de la poudre

Tannins poudre

Tannins MF
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Candida albicans

’ﬂ"}‘

Extrait aqueux MF Extrait ethanolique MF

Extrait aqueux de la poudre Extrait ethanolique de la poudre

Tannins poudre Tannins MF



Résumé

Cette étude avait pour objectif d’étudier quelques propriétés physicochimiques, rhéologiques
et biologiques de fruit de Diospyros kaki L.

Les résultats de screening phytochimique révelent que ce fruit est riche en métabolites
secondaires ( tannins, tannins gallique, glucoside et flavonoides) et en vitamine C.

Les analyses de la caractérisation physico-chimique de la matiere fraiche démontrent que ce
fruit est riche en eaux avec une teneur de 78,05+0,75% et en sodium, calcium et magnésium.
L’extraction et le dosage des composés phénoliques (polyphénols, flavonoides et tanins)
montrent que 1’éthanol est le meilleur solvant d’extraction des ces composés.

L’analyse granulométrique révele que la poudre de fruit séché a 40°C posséde un grain de
taille de386,75um de propriété pharmacodynamique trés intéressante de point d vue de
compactage et d’écoulement.

Les résultats de ’activité antimicrobienne réalisés sur la poudre et la matiere fraiche de fruit
montrent que les extraits éthanoliques et les tannins ont une activité plus imporante que les

extraits aqueux Vis-a-vis les souches testées.

Abstract

The aim of this study was to study some physicochemical, rheological and biological
properties of Diospyros kaki L. fruit.

The results of phytochemical screening reveal that this fruit is rich in secondary metabolites
(tannins, gallic tannins, glucoside and flavonoids) and vitamin C.

Analyzes of the physico-chemical characterization of the fresh material demonstrate that this
fruit is rich in water with a content of 78.05 £ 0.75% and sodium, calcium and magnesium.
Extraction and determination of phenolic compounds (polyphenols, flavonoids and tannins)
show that ethanol is the best solvent for extraction of these compounds.

The particle size analysis reveals that the fruit powder dried at 40 ° C. has a particle size of
386.75 um of pharmacodynamic property which is very interesting from the point of view of
compaction and flow.

The results of the antimicrobial activity on the powder and the fresh fruit material show that
the ethanolic extracts and the tannins have a more important activity than the aqueous extracts

vis-a-vis the strains tested.
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