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Liste des abréviations

AAPH :2,2’-azo-bis (2-amidino-propane) dihydrochloride
ABTS*": 2,20-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid
ACh : acétylecholine
AChE : acétylcholinesterase
BHA : butylhydroxyanisol
BUChE : butyrylcholinestérase
ChE : cholinéstérase
CHS : chalcone synthase
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Introduction générale

L'apparition et la propagation de certaines maladies sont clairement dues a plusieurs facteurs liés
au mode de vie. La nutrition est un facteur déterminant et important pour la santé. Plusieurs
études suggerent que les régimes riches en legumes et fruits peuvent prévenir de nombreuses
maladies (Kaulmann et Bohn, 2014). Bien que les mécanismes de ces effets n'ont pas été
pleinement élucidés, la présence de métabolites secondaires, communément appelés composés
phytochimiques, dans les fruits et les légumes pourraient jouer un réle majeur (Aune et al., 2012;
Boeing, et al., 2012).

De nombreux travaux montrent que la majorité des composes phytochimiques présentent un
pouvoir antioxydant (Chiva-Blanch et Visioli, 2012; Giampieri et al., 2012) et anti-inflammatoire
(Zhao et al., 2011; Singh et al., 2012). Ces activités leur conferent des propriétés
pharmacologiques susceptibles d'empécher et peut-&tre méme de traiter des maladies différentes
(Baldrick et al., 2011). Parmi ces composés abondants dans les légumes, les composes

phénoliques présentent le groupe le plus important d'antioxydants naturels (Henning et al., 2017).

Les composés phénoliques des Iégumes ont suscité un grand intérét depuis les années 1990 en
raison de la preuve croissante de leurs effets bénéfiques pour la santé humaine. Ces composés
peuvent avoir des mécanismes d'action complémentaires, y compris la stimulation du systeme
immunitaire, la réduction de I'agrégation plaquettaire, la modulation de métabolisme des lipides
et des hormones, des effets antioxydants, antibactériens et antimutagénes, la réduction de

I'initiation de la tumeur, et I'induction de I'apoptose (Palermo et al., 2014).

Des ¢études récentes ont montré 1’effet des polyphénols contre la maladie d’Alzheimer (Bhullar et
Rupasinghe, 2013 ; Dal-Pan et al ., 2017 ; Sawikr et al ., 2017 ). Ces composés sont classés parmi
des inhibiteurs des cholinestérases qui constituent des approches précieuses pour le traitement
des maladies neurodégénératives, en raison de leur r6le dans le maintien du neurotransmetteur
acétylcholine (Ayaz et al., 2014). Les troubles neurodégénératives se caractérisent par une
activitée cholinergique réduite dans le cerveau (Nunes-Tavares et al., 2012). Les enzymes
acétylcholinesterase et buturylcholinesterase  provoquent I'hydrolyse de l'acétylcholine; par
conséquent, I'inhibition de ces enzymes par les polyphénols joue un rdle clé dans I'amélioration de

l'activité cholinergique et la prévention de la maladie d’Alzheimer (Lee et al., 2012).

Plusieurs 1égumes, parmi lesquels figurent la pomme de terre, la carotte, I’aubergine, le piment,
I’oignon, 1’épinard doivent subir la cuisson afin d’étre consommés. Selon les recettes et les
traditions culinaires des divers pays, la cuisson ménagére englobe une variété de procédés, tels
que I'ébullition, la friture, a la vapeur, la torréfaction et au four microonde (Tiwari et Cummins,
2013).


https://scholar.google.fr/citations?user=f9v8kygAAAAJ&hl=fr&oi=sra
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Malgré que la cuisson a des effets bénéfiques notamment la destruction des microorganismes,
I'inactivation de facteurs anti-nutritionnels, I'amélioration de la digestibilité des aliments, la
biodisponibilité des nutriments, la formation de composés souhaités tels que les composés
aromatisants, antioxydants et colorants, elle a aussi des effets négatifs comme la modification de
la structure des légumes conduisant a des effets sensoriels, nutritionnels et des changements de la
texture. D'autre part, le traitement peut endommager la qualité des aliments, entrainant des
conséquences indésirables, telles que les pertes de certains nutriments dues a des réactions
chimiques, la formation de composés indésirables (par exemple I'acrylamide ou les molécules
avec un effet négatif sur la perception de la saveur), la perte de texture et la décoloration (Palermo
etal., 2014).

Le groupe des polyphénols englobe beaucoup de composés qui se comportent difféeremment lors
du traitement thermique (Andlauer et al., 2003). Ces derniéres années, de nombreuses études ont
été focalisees sur les différents effets de cuisson sur la teneur en polyphénols totaux des légumes
et leurs activités biologiques. Certains auteurs confirment 1’hypothése de la réduction de la teneur
en polyphénols aprées cuisson (Zhang et Hamauzee, 2004a ; Ferracane et al., 2008; Massaretto et
al., 2011; Carcea et al., 2017), alors que d’autres ont montré un effet positif sur ces composés
(Wachtel-Galor et al., 2008; Faller et Fialho, 2009).

Les travaux sur I’optimisation des conditions des différents modes de cuisson sont peu nombreux.
Connaitre I’impact de transformations y compris le traitement thermique, peut aider le
consommateur et les industriels en agro-alimentaire a améliorer la qualité nutritionnelle des
Iégumes cuits. Optimiser les conditions selon le mode de cuisson constitue le premier objectif de

cette thése.

L’extraction des polyphénols a partir des matrices naturelles a pris de I’ampleur ces dernieres
années de facon a pouvoir les isoler, les purifier et les manipuler par la suite. Il n’y a pas de
méthode unique ni standardisée a I’extraction des polyphénols, notamment en raison de leur
diversité (Ignat,2011). Toute extraction, qu’elle soit conventionnelle ou alternative, repose sur un
principe de diffusion, lui méme tributaire d’un gradient de concentration donc de la solubilité dans
le milieu extractant. Selon plusieurs travaux réalisés, la méthode, le solvant et les standards
employés pour I’extraction, le dosage et 1’expression des résultats influent la teneur en
polyphénols. L’efficacité de I’extraction est donc dépendante des conditions du process et
notamment des parametres de température, du ratio liquide/solide, de la concentration du solvant,

de la taille des particules, de la nature du solvant et du temps d’extraction (Ignat, 2011).
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Optimiser la méthode d’extraction des polyphénols totaux constitue un second objectif de cette

these.

Le troisiéme objectif est d’évaluer les composes polyphénoliques, de mettre en évidence leur
activité antioxydante par trois tests complémentaires (DPPH, ABTS et CUPRAC) et d’évaluer

I’activité anticholinéesterase des extraits des légumes étudiés.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons jugé utile de structurer le manuscrit, en plus de

I’introduction générale, la conclusion générale et les perspectives, en trois chapitres:

Le premier chapitre "synthese bibliographique" est une étude bibliographique ayant pour
objectif de dresser un bilan de connaissances sur les Iégumes et leur potentiel antioxydant, les
composés phénoliques et les facteurs responsables de leur variabilité ainsi que des généralités sur

le traitement thermique.

Le deuxieme chapitre "Matériel et Méthodes” décrit globalement les techniques utilisées pour
extraire les composés phénoliques, les modes et conditions de cuisson, 1’évaluation des activités
antioxydantes et anti cholinestérases. Pour optimiser les conditions de cuisson des légumes et
d’extraction des polyphénols, nous nous sommes référés a la bibliographie, ou une sélection des
facteurs de cuisson et d’extraction ayant une influence significative sur la réponse taux des
polyphénols a été réalisée par un plan d’expérience de criblage "Plackett -Burmann ” et une
optimisation par un plan composite centré. L’identification et la quantification des composés

phénoliques des légumes crus et cuits ont été réalisées par LC-MS/MS.

Le troisieme chapitre "Résultats et discussion” expose les principaux résultats obtenus et leurs
interprétations. Des modeles statistiques ont été proposés pour obtenir un taux maximal des
polyhénols ayant comme facteurs optimisés la concentration du solvant, le temps
d’ultrasonication, le temps de macération, le broyage, le temps et la température de cuisson, ou

la puissance (cas de cuisson par microonde) employes.



Synthese bibliographique




Synthese bibliographique 1. Les polyphénols

1.1.Généralités sur les polyphénols

L’appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble de plus
de 8 000 molecules divisees en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un point
commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme
porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH). Les représentants les plus nombreux
(plus de 5 000 molécules isolées) et les plus connus sont les flavonoides (Kris-Etherton et al.,
2002 ; Hennebelle et al. , 2004).

Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous les

vegetaux.

Les principales sources alimentaires sont les fruits , les légumes, les boissons comme le the, le
café, les jus de fruits, les céréales, les graines oléagineuses et les légumes secs. Les fruits et
Iégumes contribuent environ pour moitié a notre apport en polyphénols, les boissons tels que les
jus de fruits, et surtout le café et le thé compléte le reste (Middleton et al., 2000; Edeas, 2007).

1.2.Classification des composés phénoliques
Les polyphénols sont présents dans les plantes en tant que métabolites secondaires. Ils sont
synthétisés par les plantes au cours du développement normal, ainsi qu'en réponse aux conditions

de stress (rayonnement UV, infection, blessure, etc.) (Beckman, 2000, Malencic et al., 2012).

La structure des polyphénols comporte au moins un cycle aromatique avec un ou plusieurs
groupes hydroxyles attachés (Galanakis et al., 2013). lls sont définis en fonction de la nature de
leurs squelettes carbonés, des profils d'hydroxylation, de I'existence de stéréoisomeéres et des états
d'oxydation, de glycosylation (des flavonoides) et d'acylation des hétérocycles (des acides

phénoliques).

Il existe trois classes principales de polyphénols: (1) les acides phénoliques (acides
hydroxybenzoiques et hydoxycinnamiques), (2) les flavonoides (flavones, flavonols, flavan-3-ols,
isoflavones, flavanones et anthocyanines), et (3) d'autres composés phénoliques (Stibénes,
lignanes, tanins, xanthones, lignines, chromones et anthraquinones)(figure 1) (Martinez et al.,
2017)



Synthése bibliographique 1. Les polyphénols

4
Polyphénols
I |
Acides — F id Autres polyphénols
- . avonolaes r s
phénoliques polyp
Lutéoline Resvératrol
Flavones | | .., ilhe N
Acides ﬂp|gen|ne Stilbénes Piceatannol
—Hydroxybenzoigues
Quercétine
Rutine Pinorésinal
id Flavonols Ischanmetine Lariciresinol
3 gall_]ue Myricetine Matairesinol
@Em"‘! Kaempférol Secoisolaricine
m“_que ’ —| Lignanes [——|5inol
B !;m'izd‘_ Sesamal
Agde protoca L - .
m: Sovi uEqu Catéchine Entl?rudlul
.| Flavan-3-ols | (Gallocatéchine Entérolactone
Epicatéchine
Acides Tanins
Hydroxycinnamigues GE!'IES-tIEmE :
Diadzine 1
—— Isoflavones — Glycitéine _
| Equal Tanins on hydrolysable/
. hydrolysables | rannins condensés/
adide caféique T roanthocyanidines
Adide caftarigue . - -
Adide chiorogénique fl Maringinine h:ldeta.nmquel
adide dnnamique AVANONES ™ IHesperidine (Gaotmnine Procyanidine B2
Adde coumarigue Ellagitannins Procyanidine A2
adide férruligue
Curowmine
Anthocyanidines l—1| Xanthones
et anthocyanes

| 1 Lignines

Malvidine
Cyanidine
Delphinidine

Peonidine

| Chromones

Anthraguinones

Figure 1. Classification des polyphénols (Martinez et al., 2017)
1.3. Localisation des composés phénoliques dans la plante

Les composés phénoliques existent sous deux formes solubles et insolubles. A 1’échelle
cellulaire, les polyphénols solubles sont localisés dans les vacuoles des cellules végetales (figure
2). Quand les composés phénoliques sont incorporés a l'intérieur d'une vacuole, le faible pH
induit par la forte concentration d'acides organiques a I'intérieur conduit a leur piégeage (Shahidi
et Yeo, 2016). Les composés phénoliques insolubles sont localisés dans les parois des cellules
végétales. Les composés phénoliques synthétisés dans les organes intracellulaires, principalement

le réticulum endoplasmique, sont relachés et transportés dans la matrice de la vacuole ou de la
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paroi cellulaire a travers le systeme de transfert de vésicule. Ce dernier est un petit systeme de
bicouche lipidique, pouvant contenir des composés phénoliques et facilite leur migration dans la

matrice de la paroi cellulaire (Meyer et al., 2009 ; Shahidi et Yeo, 2016).

Liaisons insolubles des polyphénols

%

‘ Cellulose

do
&

L 2 .
/ Pecfi.ne

Polyphénols solubles

NMembrane

Paroi pecto-cellulosique

Figure 2. Localisation des composés phénoliques solubles et insolubles dans les cellules végétales
(Shahidi et Yeo, 2016).

Les composés phénoliques transportés sont liés a des macromolécules telles que des protéines
structurales, la cellulose et la pectine par des liaisons covalentes via des liaisons éther, ester et
carbone-carbone dans la matrice de la paroi cellulaire, formant des composés phénoliques a
liaisons insolubles (Figure 3) ( Shahidi et Yeo, 2016).

La localisation des polyphénols dans la plante est liée a leur réle, certains composés phénoliques
ne s’accumulent que dans des organes bien définis ; les couches externes contiennent beaucoup

plus de polyphénols que ceux situés a I’intérieur de la plante (Bengoechea et al., 1997).
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Figure 3. Liaisons covalentes représentatives trouvées dans des composés phénoliques a liaison
insoluble; (a) liaison ester de 4-hydroxy benzoique (b) liaison éther de la catéchine et (c) liaison
carbone-carbone de la naringénine jointe a la molécule de cellulose (Shahidi et Yeo, 2016).

1.4. Métabolisme des polyphénols
1.4.1. Biosynthése

La synthese des composés phénoliques s'effectue surtout a la surface cytoplasmique du réticulum
endoplasmique, et continue avec le noyau externe de la cellule végétale. De nombreux types
d'enzymes sont impliqués dans la transformation de la structure des composés phénoliques,
conduisant aux différentes classes, a savoir les acides phénoliques, les flavonoides, y compris les

anthocyanidines et d'autres types des composés phénoliques.

La phénylalanine, I'un des acides aminés essentiels synthétises par la voie de shikimate, de
1”érythrose-4-phosphate et phosphoénolpyruvate, est un précurseur pour la synthése des composés
phénoliques et dans une moindre mesure la tyrosine. La phénylalanine libére le groupe ammoniac
via l'action de la phénylalanine ammoniaque lyase (PAL), donnant I'acide trans-cinnamique avec
la formation d'une double liaison. L'acide trans-cinnamique se transforme en acide p-coumarique
par l'action de la P450 monooxygénase suivie de l'acide caféique avec de I'nydroxylase puis de
I'acide ferulique par I’0-méthyltransférase. L'acide ferulique est encore modifié en acide sinapique
par hydroxylase et 1’0-meéthyl transférase pour ajouter un groupe methoxy a la molécule. Les
dérivés de l'acide benzoique peuvent étre formés par la perte de deux groupes d'atomes de carbone

a partir des phénylpropanoides.

La synthése des flavonoides, connue sous le nom de voie de dérivation des flavonoides, se décline

de la combinaison de p-coumaroyl CoA et trois molécules de malonyl CoA, en les transformant

7



Synthése bibliographique 1. Les polyphénols

en chalcone naringénine par l'action de la chalcone synthase (CHS), suivie par la formation de la
flavonone par la chalcone isomérase. La flavonone résultante peut étre convertie en différents
types de flavonoides tels que le flavonol, l'isoflavone, la flavone, les anthocyanines et les
catéchines par des réactions enzymatiques. Par exemple, la génistéine, le kaempferol et
I'apigenine peuvent étre synthétises par l'isoflavone synthase, la flavonolsynthase / flavanone-3-
hydroxylase et la flavone synthase, respectivement, a partir de la flavonone (Shahidi et Yeo,
2016).

Les composes phénoliques synthétisés dans la surface cytoplasmique du réticulum endoplasmique
sont transférés aux autres organites de la cellule végétale par un systeme de transfert de vésicules
et par médiation des transporteurs membranaires (figure 4) (Kitamura et al., 2006, Zhao et
al.,2009).

Réticulum endoplasmique
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Figure 4. Mécanismes de transfert des composés phénoliques apres la synthese au réticulum
endoplasmique dans les cellules végétales (Shahidi et Yeo, 2016).

1.4.2. Dégradation

La dégradation des polyphénols se fait par voie oxydative par le biais de deux enzymes : les
polyphenoloxydases (PPO) et les peroxydases (Marques et al , 1995; Thygesen et al., 1995).

Le mécanisme d'action de la PPO est basé sur sa capacité a oxyder les composés phénoliques.
Lorsque le tissu végétal est endommagé, entrainant la rupture des plastes (compartiment
cellulaire ou se trouve la PPO) et la vacuole ( principal organite de stockage des composes
phénoligues) ce qui conduit au contact de I'enzyme avec les composés phénoliques libérés par
rupture. La PPO contient deux atomes de cuivre et elle catalyse deux réactions différentes en

présence d'oxygéne moléculaire: I'nydroxylation des monophénols (activité monophénolase) et
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I'oxydation des o-diphénols aux o-quinones (activité diphénolase). Cette réaction est généeralement
suivie d'une polymérisation non-enzymatique des quinones entrainant la formation de mélanines,

de pigments de masse moléculaire élevée et de couleur sombre (Yoruk et Marshall, 2003).

Le taux de brunissement enzymatique des fruits et légumes dépend largement de I'activité
spécifique de la PPO, des concentrations de composés phénoliques, du pH et de la température
(Jiang et al., 2004 ; Jiang et al., 2016).

Il est intéressant de noter qu'une autre enzyme oxydant les phénols, la laccase (p-diphénol:
oxygene oxydoréductase), apparait dans certaines plantes supérieures (exemple le litchi). La
laccase est active sur le diphénol et les substrats a base de diphénol. En outre, I'anthocyanase
(identifié comme une laccase) catalyse I'nydrolyse des fragments de sucre de I'anthocyane pour
produire I'anthocyanidine. Ainsi, il pourrait étre suggéré que la laccase contribue au brunissement
du péricarpe en rendant les principaux constituants phénoliques (anthocyanes) accessibles a la
PPO (Holzwarth et al., 2012).

De plus, la contribution différente de la laccase au brunissement enzymatique de certains fruits et
Iégumes nécessite également des éclaircissements. Dans les plantes supérieures, on pense que la

PPO est liée a la membrane (Jiang et al., 2016).

La signification relative de l'activité PPO est quelque peu obscurcie par la présence de la
peroxydase (POD), une enzyme oxydative similaire. Il est relativement difficile d'attribuer un role
significatif a la POD dans le brunissement enzymatique lorsque I'un de ses substrats, le peroxyde
d'’hydrogéne (H,0,), est généralement présent a de trés faibles concentrations dans les cellules
végétales (Ndiaye et al., 2009). Des preuves récentes recueillies indiquent clairement que la POD
pourrait améliorer les réactions de brunissement en présence de la PPO (Guerrero-Beltran et al.,
2005) . Bien que le mécanisme de ce brunissement couplé a la PPO ne soit pas bien compris, il est
possible que la génération de quinones formées par la PPO peut conduire a I'accumulation de
H202, fournissant une concentration plus élevée de cette espéce de radicaux libres, permettant

ainsi I'apparition de I'oxydation des polyphénols par la POD (Jiang et al., 2016).

1.5. Facteurs de variabilité des polyphénols

Le contenu des composes phénoliques varie selon la variété des Iégumes. Pour de nombreux
végétaux, la composition en polyphénols est beaucoup moins connue, la connaissance est souvent
limitée a une ou quelques variétés, et les données ne concernent parfois pas les parties
comestibles. En outre, de nombreux facteurs autres que la variété peuvent affecter la teneur en

polyphénols des plantes; ces facteurs comprennent la maturité au moment de la récolte, les
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facteurs environnementaux, la transformation et le stockage. (Beckman, 2000; Malencic et al.,
2012).

Les facteurs environnementaux ont un effet majeur sur la teneur en polyphénols. Ces facteurs
peuvent étre pédoclimatiques (type de sol, exposition au soleil, pluviométrie) ou agronomiques
(culture en serre ou en champs, culture biologique, culture hydroponique, rendement en fruit par
arbre, etc.). L'exposition & la lumiere a un effet considérable sur la plupart des flavonoides
(Manach et al., 2004).

Le degré de maturité affecte considérablement les concentrations et les proportions des différents
polyphénols (Macheix et al., 1990). En général, les concentrations d'acides phénoliques diminuent
pendant la maturation, tandis que les concentrations d'anthocyanine augmentent. De nombreux
polyphénols, en particulier les acides phénoliques sont directement impliqués dans la réponse des
plantes & différents types de stress: ils contribuent a la cicatrisation par lignification des zones
endommagées, ils possedent des propriétés antimicrobiennes et leurs concentrations peuvent
augmenter apres l'infection (Macheix et al., 1990 ; Shahidi et Naczk , 1995 ; Parr et Bolwell,
2000).

La teneur en polyphénols des Iégumes produits par I'agriculture biologique est certainement plus

élevée que celle des autres Iégumes (Asami et al., 2003).

Le stockage peut également affecter la teneur en polyphénols qui sont facilement oxydés. Les
réactions d'oxydation entrainent la formation de substances plus ou moins polymérisées, qui
conduisent a des modifications de la qualité des aliments, notamment en ce qui concerne les
caractéristiques organoleptiques. De tels changements peuvent étre bénéfiques (comme c'est le cas
avec le thé noir) ou nocifs a leur acceptabilité (brunissement des fruits et léegumes) (Wang et al.,
2016 ; Le Bourvellec et al., 2018).

Les méthodes de préparation culinaire ont également un effet marqué sur la teneur en polyphénols
des aliments. Par exemple, le simple épluchage des fruits et légumes peut éliminer une partie
importante des polyphénols parce que ces substances sont souvent présentes a des concentrations
plus élevées dans les parties externes que dans les parties internes (Fabbri et Crosby, 2016)

La cuisson présente un effet majeur. Les oignons et les tomates perdent entre 75% et 80% de leur
teneur initiale en quercétine aprés ébullition pendant 15 min, 65% aprés cuisson dans un four a
microonde et 30% apres cuisson dans un four (Crozier et al., 1997). La cuisson a la vapeur des
légumes est préférable. Les pommes de terre contiennent jusqu'a 190 mg d'acide chlorogénique
par kg, principalement dans la peau (Friedman et al., 1997). Des pertes importantes se produisent
pendant la cuisson, et une disparition des acides phénoliques a été obtenue dans les frites ou la
purée lyophilisée (Clifford, 2000).
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Le traitement des aliments industriels affecte également la teneur en polyphénols. Comme pour
I'épluchage des fruits, le décorticage des graines de légumineuses et la décortication des céréales
peuvent entrainer la perte de certains polyphénols. Le broyage des tissus végétaux peut entrainer
une dégradation oxydative des polyphénols a la suite du décloisonnement cellulaire et du contact
entre la polyphénoloxydase cytoplasmique et les substrats phénoliques présents dans les vacuoles.
Les polyphénols sont ensuite transformés en pigments bruns qui sont polymérisés a des degrés
différents. Ce processus indésirable peut se produire, par exemple, pendant le processus de
fabrication de confiture ou de compote a partir de fruits. La production de jus de fruits implique
souvent des étapes de clarification ou de stabilisation visant spécifiquement a eliminer certains
polyphénols responsables de la décoloration et de la formation de trouble (Manach et al., 2004).
Les enzymes pectinolytiques utilisées lors d'un tel traitement hydrolysent également les esters de
I'acide hydroxycinnamique (Macheix et Fleuriet, 1998). A l'inverse, les opérations de maceération
facilitent la diffusion des polyphénols dans le jus, comme cela se produit lors de la vinification du
vin rouge. Cette macération explique que la teneur en polyphénols des vins rouges soit 10 fois
plus élevée que celle des vins blancs (Vinson et Hontz, 1995) et qu'elle soit également supérieure
a celle du jus de raisin (Abu-Amsha Caccetta, 1996).

En raison du large éventail de polyphénols existants et du nombre considérable de facteurs
susceptibles de modifier leur concentration dans les aliments, aucun tableau de référence de
composition alimentaire (tel qu'il existe pour d'autres micronutriments tels que les vitamines) n'a
encore été établi. Depuis mars 2003, une base de données dans laquelle le contenu en flavonoides
de 225 aliments sélectionnés a été compilée a partir de 97 sources bibliographiques est disponible
sur le site Web du Département de I'agriculture des Etats-Unis d’Amérique (USA Department of
Agriculture, 2003).

1.6. Activités antioxydante et anticholinestérase des polyphénols

1.6.1. Activité antioxydante des polyphénols

Parmi les divers avantages potentiels pour la santé d’une alimentation riche en polyphénols, leur
capacité a inhiber l'oxydation. Les polyphénols agissent comme des antioxydants puissants,
peuvent prévenir les dommages oxydatifs et réduire le risque de certaines maladies (Zhang et
Tsao, 2016).

Les composes phénoliques alimentaires sont des antioxydants puissants in vitro, pouvant
neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome d’hydrogéne aux especes
réactifs d'oxygene, d'azote et les especes de chlore, y compris O, 7, OH;, les radicaux peroxylés
RO, ,I’acide hypochloreux (HOCI) et 1’acide peroxynitrique (ONOOH) (Tsao et Li, 2013).
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Les polyphénols interrompent le stade de propagation dans la chaine d'auto-oxydation des lipides,
ils agissent comme inhibiteurs des radicaux ou comme des chélateurs. Les composés phénoliques
peuvent inhiber directement la réduction de Fe®* réduisant ainsi la production de OH" réactif par la
réaction de Fenton (Perron et Brumaghim, 2009).

Les acides phénoliques et les flavonoides ne posseédent pas un pouvoir antiradicalaire puissant,
cependant, le potentiel de chélation des métaux peut varier en fonction de leurs caractéristiques
structurelles ( Tsao et Li, 2013).

Le potentiel antioxydant d'un composé phénolique dépend principalement du nombre et de la
position des groupes hydroxyles dans la molécule. Par exemple, les flavonols tels que la
quercétine contenant le groupement 3-hydroxy a montré une activité antioxydante relativement
plus élevée que les polyphénols qui ne possédent ce groupement (Tsao, 2010). Le degré

d'hydroxylation affecte également I'activité antioxydante ( Tsao et Li, 2013).

Une distance plus longue séparant le groupe carbonyle et le cycle aromatique d'un acide
phénolique augmente l'activité antioxydante comme dans le cas de l'acide cinnamique et des
dérivés par rapport aux acides benzoiques. Les groupes hydroxyle sur le cycle benzoique en
position ortho et / ou para-position peuvent conduire a une activité antioxydante élevée par

rapport & d'autres positions et des phénols non substitués (Gocer et Gulgin, 2011).

Les composés phénoliques qui possédent un nombre accru de cycles hydroxyliques aromatiques
tels que des flavonoides ont montré une activité antioxydante supérieure par rapport aux acides
phénoliques. Le fragment de catéchol dans I'anneau B, la 2,3-double liaison et le 4-0xo conjugués
dans le cycle C et le fragment hydroxy et 3 et 5-hydroxy des flavonoides ont été considérés
comme importants pour leur activité chélatante élevée et leur pouvoir puissant de piégeage des

radicaux libres (Zhang et Tsao, 2016).

I1 convient de souligner que lorsqu’une molécule phénolique perd un électron ou elle devient un
radical, quoique relativement stable; ses intermédiaires oxydés peuvent également devenir
prooxydants. L'interaction entre les polyphénols et les ions de métaux de transition peut engendrer
un prooxydant (Bouayed et Bohn, 2010) et les produits intermédiaires oxydés ou les produits
d'oxydation des polyphénols, tels que les semi-quinones et quinones peuvent devenir des
prooxydants et avoir des effets néfastes sur la santé humaine lorsqu'ils sont présents a

concentrations élevées (Halliwell, 2012).

Les polyphénols peuvent avoir deux effets ; d'une part, lorsqu'ils sont consommés a des doses
correctes, ils sont des antioxydants puissants, ils réduisent le stress oxydatif et donc bénéfiques

pour la santé, d'autre part, ils peuvent engendrer une activité prooxydante lorsqu’ils sont
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consommés a des doses élevees, par exemple sous forme de compléments alimentaires (Bouayed
et Bohn,2010 ; Zhang et Tsao, 2016).

Cependant, le metabolisme rapide et la faible solubilité des composes phénoliques entrainent
souvent une faible biodisponibilité in vivo. La concentration plasmatique des flavonoides est
généralement inférieure a 1 umol /L qui est insuffisante pour exercer d'importantes activités
antioxydantes mesurables par un piégeage direct des radicaux par les méthodes existantes de
dosage in vitro. Le complexe intrinseque du systéme antioxydant rend également difficile la
vérification des effets antioxydants systémiques des faibles composés phénoliques absorbés in

vivo (Van Duynhoven et al., 2011).

1.6.2. Activité anticholinestérase des polyphénols

L’acétylcholine est présent dans le systeéme nerveux, étant essentiel pour le développement et
I'activité corticale cérébrale le controle du flux sanguin, le cycle sommeil-réveil et, surtout,
I'apprentissage et les processus de mémoire (Pinhoa et al., 2013)

Plusieurs études sur des modéles animales ont montre lI'importance de 1’acétylcholine (ACh) pour
la performance cognitive (Sherman et al., 2003). L’acétylcholine est stockée dans les vésicules
dans les nerfs terminaux, étant libérée quand ils sont dépolarisés. Cependant, I'ACH libérée a une
vie courte due a son hydrolyse par les enzymes cholinestérases (ChE). Ainsi, I'inhibition de la
ChE induit a une persistance de la présence dacétyle choline et, en conséquence, une

prolongation de son activité (Pinhoa et al., 2013).

Actuellement, deux cholinesterases principales sont connues: 1’acétylcholinesterase (AChE) et la
butyrylcholinestérase (BUChE) (Fukami et Yokoi , 2012). La BuChE, qui est également connue
sous le nom de pseudocholinestérase, catalyse 1'hydrolyse d’une grande variété d'esters de choline
et de non-choline (butyrylcholine, succinylcholine, acétylcholine, acide acétylsalicylique, cocaine
et héroine) (Darvesh et al., 2003).

Plusieurs nouvelles options de traitement pour arréter le développement de la maladie
d’Alzheimer ont été étudiées. Cependant, les traitements actuellement disponibles ne sont que
symptomatiques: la memantine, qui est un N-methyl-d-aspartate (NMDA), et les inhibiteurs de
ChE sont les seuls les médicaments disponibles (Association d’Alzheimer,2012). Les inhibiteurs
de ChE peuvent atténuer temporairement certains symptémes, car ces medicaments améliorent

I'activation des synapses, améliorant ainsi la connaissance (Mattson, 2004 ; Zhang et al., 2012).

Les polyphénols présentent un effet anticholinestérase puissant. La consommation d’aliments

riches en polyphénols pourrait limiter la neurodégénération et prévenir ou inverser les
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détériorations cognitives associees au vieillissement cérébral (Heo et al., 2004 ; Jin et al., 2009 ;
Uriarte-Pueyo et al., 2011; Pinho et al., 2013). Cependant, la plupart des données obtenues
jusqu’a présent proviennent d’études a court terme menées in vitro ou in vivo et avec des doses

largement supérieures a celles obtenues au cours d’une alimentation normale (Vauzour, 2014).

L’inhibition de ces deux enzymes par les polyphénols est due a la formation des fortes liaisons
d'hydrogéne avec les résidus d'acides aminés importants des deux enzymes. Un certain nombre
d’interactions hydrophobes pourraient également expliquer le pouvoir de ces composés a inhiber

AChE et BChE (Khan et al., 2009).
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2.1. Généralités sur les légumes

Les Iégumes sont des plantes comestibles. Ils sont généralement regroupés en fonction de la partie
comestible en: légumes racines, légumes tiges, légumes feuilles , 1égumes bulbes (Alvino et
Barbieri, 2016).

En effet, la consommation des légumes est associée aux nombreux bienfaits pour la santé
(Hagen et al., 2009; Slavin et Lloyd, 2012; Tiwari et Cummins, 2013 ; Storey et Anderson, 2014).
L' OMS et la FAO recommandent la consommation d'un minimum de cinq fruits et Iégumes par
jour (a I'exclusion des pommes de terre et autres tubercules féculentes) pour prévenir les maladies
chroniques, ainsi que pour prévenir et atténuer plusieurs carences en micronutriments, en
particulier dans les pays moins développés (keller et Tukuitonga, 2007). Des études
épidémiologiques et d'intervention ont suggéré qu'une prise de 14g de fibres alimentaires par 1000
kcal favoriserait la santé cardiaque (Storey et Anderson, 2014). Cependant, tous les légumes ne
peuvent étre mangés crus, et certaines personnes au systeme digestif affaibli ne les supportent pas

sous cette forme (Florani, 2014).

Les légumes réduisent le risque de certaines maladies chroniques et fournissent des nutriments
essentiels pour la santé et I'entretien du corps humain, comme la vitamine A, la vitamine C, I'acide

folique, les fibres et le potassium (keller et Tukuitonga, 2007).

Le groupe des légumes comprend tous les légumes frais, congelés, en conserve et les jus de
légumes (USDA, 2011). Les légumes constituent une excellente source de nutriments
phytochimiques qui présentent de nombreux avantages pour la santé (Moreno et al., 2006). Les
produits phytochimiques sont des composés bioactifs naturels qu’on trouve dans les légumes et
les fruits utilisés pour lutter contre les radicaux libres et la réduction des dommages oxydatifs

responsables des maladies chroniques (Tiwari et Cummins, 2013).

Les légumes sont riches en flavonoides (Lin et Chang, 2005), en polyphénols (Faller et Fialho,
2009), en anthocyanine a forte activité antioxydante (Monero et al., 2010) et en glucosinates et
isothiocyanates qui sont les principaux composés biologiquement actifs connus par leur activité
anti-cancérogéne rapportée dans plusieurs études in vitro et in vivo (Verkerk et al., 2009).
Néanmoins, les [égumes contiennent des anti-nutriments: les pommes de terre contiennent des
alcaloides(la solanine), 1’arsenic et le nitrite; les Iégumes a feuilles vertes présentent les oxalates
toxiques (Karmas et Harris, 1988; Habiba, 2002). Selon Habiba (2002), donc la réduction ou
I'élimination de ces anti-nutriments est nécessaire pour prévenir I'empoisonnement et pour
améliorer I'utilisation biologique des Iégumes. La plupart des anti-nutriments peuvent étre réduits

ou détruits en utilisant la bonne méthode de cuisson.
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2.2. Effet de la cuisson sur les légumes
2.2.1. Concept de la cuisson

La cuisson est une opération faisant augmenter la température des aliments, ce qui entraine un
certain nombre de processus simultanés et inter-reliés qui influencent la saveur, la texture,
I'apparence, la teneur en éléments nutritifs et la sécurité alimentaire. Les différentes techniques de
cuisson domestique reflétent la maniére dont la température de I’aliment est augmentée (Bimbenet
etal., 2002).

2.2.2. Méthodes de cuisson

Il existe deux principales méthodes de cuisson de base: humide et sec. La cuisson humide
comprend I'ébullition, le mijotage, la cuisson a la vapeur et la cuisson sous pression. Pendant la
cuisson humide, la température de surface des aliments ne dépasse pas le point d'ébullition de
I'eau (habituellement 100 °C, mais elle peut atteindre 120 °C dans les autocuiseurs domestiques);
par conséquent, la surface reste humide. La cuisson a sec comprend la friture, la cuisson au four,
la torréfaction, le barbecue et le grillage. La température de surface pendant la cuisson séche peut
dépasser 100°C, conduisant a I'évaporation de I'humidité et une surface séche ou croquante
(Rosenthal, 2016).

De nombreux auteurs ont étudié les variations des nutriments des légumes apres la cuisson, et une
grande variabilit¢ dans les données a été rapportée. Les changements des composés
phytochimiques lors de la cuisson peuvent résulter de deux phénomeénes opposés: la dégradation
thermique, ce qui réduit leur concentration, et un effet adoucissant matriciel, ce qui augmente
I'extractible de ces composés, ce qui se traduit par une concentration plus élevée par rapport a la
matiere premiére. L'effet final de la cuisson sur la concentration des nutriments dépend des
parametres de traitement, de la structure de la matrice alimentaire et de la nature chimique du
composé spécifique (Palermo et al., 2013).

La cuisson dans 1’eau regroupe en particulier les techniques culinaires de bouillon, de mijotage et
de blanchiment des aliments. L’eau est souvent chauffée jusqu’a ébullition, et les aliments y sont
plongés plus ou moins tét et pour une duree variable, ce qui peut avoir une influence sur les

caractéristiques du produit fini (Rocca-Polimeni, 2009).

La cuisson par microonde a gagné en popularité dans la transformation des aliments grace a sa
capacité a atteindre des vitesses de chauffage élevées, une réduction significative du temps de
cuisson, un chauffage plus uniforme, une manipulation sdre, une facilité de fonctionnement et un
entretien réduit. Elle peut modifier la saveur et les qualités nutritionnelles des aliments dans une

moindre mesure (Chandrasekaran et al., 2013).
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Le processus de microonde peut étre employé comme méthode alternative au processus
conventionnel. Elle consiste a cuire les Iégumes en les placant dans un four microonde dont la
friction moléculaire induite par les molécules d'eau va produire de la chaleur (Uslu et Ozcan,
2017).

La friture est un procédé de cuisson des aliments a des températures supérieures au point
d’ébullition (entre 155 et 190 °C) .Les aliments doivent étre immergés dans une grande quantité
d’un corps gras porté a haute température et cuits tres rapidement. La friture permet donc une
évaporation de I’ecau de la surface des aliments qui permet leur déshydratation et la formation
d’une crodte (Baldwin, 2012).

La cuisson par vapeur consiste a cuire des aliments en les enveloppant de vapeur provoguant ainsi

le contact direct de la chaleur avec les produits traités (Fabbri et Crosby ,2016).

La cuisson par grillage consiste & soumettre un aliment a 1’action directe de la chaleur ou par
contact d’un gril. Cette technique de cuisson rapide s’applique a des légumes, abats, produits de

charcuteries, poisson et viandes (Fabbri et, Crosby ,2016).
2.2.3. Parameétres de cuisson des légumes
2.2.3.1. Transfert de chaleur

Il existe deux manieres fondamentales d'application d’énergie a une denrée alimentaire pour
obtenir une élévation de température. La voie traditionnelle est par contact avec un milieu chauffé,
ce qui provogue I'écoulement de la chaleur a la surface de 1’aliment et, par la suite, au centre par
conduction. Une voie alternative consiste a appliquer des rayonnements électromagnétiques. Deux
types de rayonnement électromagnétique couramment utilisés dans la cuisine domestique, le

chauffage par rayonnement infrarouge et les microondes.

Le chauffage par rayonnement infrarouge utilise un rayonnement de courte longueur d'onde qui ne
peut pénétrer que de quelques millimétres en dessous de la surface d’aliment. Les régions internes
d’aliment sont chauffées par conduction. Les micro-ondes ont des longueurs d'onde plus longues
qui sont capables de pénétrer profondément dans les aliments, générant le chauffage in situ
(Rosenthal, 2016).

La différence cruciale entre les différentes techniques de ce qui se passe a la surface d’aliment,
lorsqu'un aliment solide est placé dans un liquide chaud, il y a une couche de liquide stagnante qui
se forme autour de I’aliment. Cette couche limite agit comme une barriére isolante qui ralentit le

flux de chaleur du fluide vers les aliments (Singh et al., 2014).
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Dans le cas de la cuisson par un four cette couche isolante est constituée d'air qui est un bon
isolant (conductivité thermique, 0,024 W m™ K™): il ralentit considérablement le flux de chaleur
(figure 5 (a))( McGee ,1991).

Pour réduire I'épaisseur de cette couche limite, il faut agiter le milieu de chauffage. Dans le cas
des fours a ventilation assistée, I'air est forcé a circuler, en frappant ainsi la surface d’aliment, en
réduisant physiquement I'épaisseur de la couche limite (Figure 5 (d)). Le coefficient de transfert
de chaleur en surface dans un four ventilé est environ 10 fois plus grand que dans un four

conventionnel (Rosenthal, 2016)..

La chaleur se déplace par conduction a travers des couches limites statiques. Les fluides sont de
meilleurs conducteurs de la chaleur que l'air, ils augmenteront le débit de chaleur a la surface
d’aliment. L'eau a une conductivité thermique de 0,573 W m™ K™, et les vitesses de transfert de
chaleur par convection pendant I'ébullition et le mijotage sont donc considérablement plus rapides
que dans les fours a la méme température (Figure 5 (e)).. Les milieux de chauffage liquides
alternatifs, tels que I'huile, ont des conductivités thermiques proches de celle d’eau mais son point
d’ébullition peut atteindre des températures d'environ 180 ° C. Par consequent, les vitesses
d'écoulement de la chaleur vers la surface lors de la friture sont considérablement plus élevées
qu'a I'ébullition. Ceci est également attribuable en partie a I'agitation physique de la couche limite
causée par la génération de vapeur d'eau a la surface d’aliment qui est en contact avec I'huile
chaude (Figure 5 (g)). Lorsque la vapeur saturée est utilisée comme moyen de chauffage, le flux
de chaleur vers la surface d’aliment s'accompagne simultanément d'une condensation de la vapeur
qui entraine I’occupation de Vvide et la formation d’une couche limite pratiquement négligeable
(Figure 5). Cependant, si la vapeur n'est pas saturée, I'air non condensé s'accumule a la surface de
I'aliment, formant une couche isolante. En fait, aussi peu que 6% d'air dans la vapeur réduit le
transfert de chaleur a la surface de 90%(Rosenthal, 2016).
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Convection «—-
Conduction «—

Rayonnement électromagnétique AW

Couche
limite

(@) (h) -

Figure 5. Facons de cuire une pomme de terre: (a) cuisson dans un four, (b) cuisson dans un four
avec un bon conducteur (par exemple un couteau) inséré, (c) rétissage, (d) convection forcée (four
ventilé), (e) ebullition (f) cuisson a la vapeur ou cuisson sous pression; (g) friture (ébréchée), (h)
micro-ondes (Rosenthal, 2016).

2.2.3.2. Taux de chauffage

Pendant le chauffage, la vitesse a laquelle la chaleur entre dans I’aliment dépend de sa forme et
de sa taille et de la différence de température entre 1’aliment et le milieu de chauffage ainsi que le

taux de transfert de chaleur entre I'aliment et le milieu de chauffage (Cernela et al., 2014).
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Les formes ayant un rapport surface / volume plus élevé, chaufferont plus rapidement que d'autres
formes .Par conséquent, compte tenu de la rapidité avec laquelle la chaleur pénétre au centre de
deux pommes de terre «sphériques» de tailles différentes, il est évident que la pénétration de la
chaleur au centre d'une pomme de terre plus longue prend plus de temps. Il y a deux raisons a
cela: une plus grande distance pour le flux de chaleur et un plus petit rapport entre la surface et le
volume. La force motrice de toute opération de chauffage est la différence de température entre
I'aliment et le fluide caloporteur. Plus les différences sont grandes, plus les vitesses de transfert de
chaleur sont rapides. Dans le cas de la cuisson domestique, les aliments sont chauffés par un
transfert de chaleur instationnaire, c'est-a-dire que la différence de température diminue lorsque la
température d’aliment augmente et, par conséquent, la force motrice diminue a mesure que le
processus de chauffage s'ensuit. Les propriétés physiques de I'aliment et du systeme de chauffage
contribuent a la vitesse de chauffage. Des facteurs tels que la facilité avec laquelle la chaleur peut
s'écouler a travers la couche limite de la surface isolante et a travers la masse d’aliment par

conduction vers le centre sont influents (Rosenthal, 2016).

2.2.4. Changements de qualité pendant la cuisson
2.2.4.1. Changements de texture

Les changements dans la structure des protéines et la solubilisation des polysaccharides (et de
certaines protéines) sont les deux principaux phénoménes impliqués dans le changement de la

texture des aliments (Cernela et al., 2014)

Le chauffage pendant de longues périodes ou a des températures élevées entrainent fréquemment
des changements irréversibles dans la structure tertiaire, la dénaturation, qui provoque des
changements dans les propriétés fonctionnelles qui peuvent étre souhaitables ou non (Fersht,
2013). Si la protéine est fortement chargee, les chaines d'acides aminés non enroulées ont
tendance a se repousser les unes des autres, ce qui augmente l'affinité pour l'eau et améliore la
solubilité. Si la protéine est raisonnablement proche de son point isoélectrique, les chaines
d'acides aminés ont tendance a s'attirer les unes aux autres, avec des interactions hydrophobes et
des liaisons hydrogénes, formant un réseau de chaines. Ce comportement d'association entraine
une réduction de la quantité d'eau associée aux protéines, une perte de solubilité des protéines; la
précipitation de la protéine, une structure solide (thermo durcissement ou gélification); perte de

capacité de rétention d'eau accompagnée d'un exsudat aqueux du produit (Fellows, 2017).

La solubilisation est également un processus qui affecte les polysaccharides des parois cellulaires

des plantes. La dissolution de pectine, entraine un ramollissement des tissus végétaux. L'addition
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de bicarbonate de sodium améliore la solubilisation de la pectine, par la production du sel de
sodium, et déplace les ions calcium qui sont naturellement chélatés dans la structure(Rosenthal,
2016).

La dénaturation des protéines est recherchée durant le blanchiment, une bréve exposition a des
températures d'environ 85°C permet [I’inhibition des enzymes responsables du brunissement

enzymatique (Fellows, 2017).

L'amidon est présent dans de nombreux aliments végétaux, et son chauffage avec un apport
suffisant d'eau conduit a la gélatinisation. Les granules gonflent en absorbant I'eau et les
structures cristallines sont perturbés et fusionnés ce qui permet d’engendrer a la fois un effet
adoucissant et un effet épaississant, ce qui explique pourquoi l'amidon gélatinisé fournit la
viscosité de nombreuses sauces. Dans le cas des végétaux amylacés, c’est autour de 60°C, en
milieu riche en eau, qu’intervient la gélatinisation de I’amidon. Ceci correspond a la rupture des
liaisons qui maintiennent I’ensemble amylose- le polymére lineaire de I’amidon et amylopectine -
le polymére ramifi¢ de I’amidon Les grains d’amidon gonflent et s’hydratent. La paroi étant
dénaturée, ces derniers sont éventuellement libérés dans le milieu de cuisson si celui-ci est
aqueux. L’amidon gélatinise qui se retrouve a I’extérieur des cellules peut alors donner une

texture collante a I’aliment (Fujita, 2017)..

2.2.4.2. Changements de couleur et de saveur

A I'exception des couleurs ajoutées parfois utilisées en cuisine domestique (par exemple safran ou
cochenille), deux types de changement de couleur résultent de la cuisson domestique: la
modification des pigments naturels présents dans les matiéres premiéres et les réactions de

brunissement. La plupart des couleurs naturelles sont relativement instables.

Dans la cuisson humide, la perte de couleur naturelle peut résulter de la lixiviation des pigments
solubles dans I'eau dans le milieu de cuisson (Tian et al., 2016).

Les chlorophylles sont également susceptibles de perdre leur couleur lorsqu'elles sont chauffées
dans des conditions acides. Le passage du vert vif a un vert grisatre est le résultat de la
déminéralisation de 1’atome de magnésium de la molécule. D'autres pigments naturels présentent
une sensibilité au pH. Les anthocyanes, par exemple, passent du rouge (dans des conditions

acides) a l'incolore (lorsqu'elles sont neutres), au bleu (lorsqu'elles sont alcalines).

Les réactions de brunissement ont tendance a se produire aux faibles niveaux d'eau.. lls sont donc
courants en cuisine séche ou les couches de surface peuvent s‘assécher (Rosenthal, 2016).
Le brunissement de Maillard, qui comprend la réaction entre les groupes carbonyles (tels que

trouvés dans les sucres réducteurs) et les groupements amine des protéines La réaction donne
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naissance a une variété de composés bruns et a des ardmes caractéristiques. En régle générale, les
composants volatils sont perdus pendant la cuisson, ce qui peut entrainer une perte de la saveur
non cuite. Le chauffage soutenu des surfaces séches peut entrainer une carbonisation,
géneralement accompagnée de fumeée. Dans de telles circonstances, la surface brunit puis se
noircit lorsque I’aliment  brdle. Ces produits sont inappréciable par le consommateur
( Sanguansri, 2016)

2.2.4.3. Changements nutritionnels

La perte de nutriments pendant la cuisson est attribuable a deux voies de base: les réactions
chimiques induites thermiquement et la lixiviation de nutriments dans le milieu de cuisson. De
nombreux nutriments sont thermiquement instables, et lorsqu'ils sont chauffés, les concentrations
diminuent avec le temps. Evidemment, différents nutriments ont des taux de destruction
différents. Les plus sensibles sont I'acide ascorbique (vitamine C) et l'acide folique, qui peuvent
étre completement détruits par la cuisson domestique (McKillop et al.,2002 ; Stea et al.,2007 ;
Fabbri et Crosby, 2016) . Parmi les acides aminés essentiels, la lysine est la moins stable et
jusqu'a 40% peuvent étre perdus par les pratiques de cuisson domestique. En général, les
méthodes rapides de cuisson, qui utilisent des températures élevées pendant de courtes périodes
ou des micro-ondes, provoquent moins de destruction des nutriments que les méthodes de cuisson
a basse température et a longue durée, comme le ragoQt. Les processus de courte durée a haute
température, comme la friture, peuvent entrainer des niveaux de vitamine C similaires a ceux des
pommes de terre crues. En plus de la décomposition thermique, les nutriments peuvent étre perdus

par des réactions entre eux (Rufian —Henares et Pastoriza, 2016).

Le bicarbonate de sodium est parfois ajouté aux légumes pour son effet adoucissant.
Malheureusement, son addition conduit a la destruction de la vitamine C ainsi que des protéines
modifiant chimiquement, abaissant leur valeur biologique. Les procédés de cuisson ne sont pas
entierement préjudiciables d'un point de vue nutritionnel. Par exemple, la friture peut entrainer
une absorption d'huile, entrainant une augmentation de la densité énergétique des aliments
(Rosenthal, 2016).

2.2.4.4. Aspects sanitaires

La cuisson donne des produits sdrs par la destruction des composants nocifs ou toxiques . Les
composants nocifs dans les aliments se présentent sous la forme de toxines naturellement
présentes (par exemple, cyanures dans les haricots et le manioc) ou de composés qui interferent
avec la digestion, rendant ainsi les aliments moins nutritifs (par exemple, les inhibiteurs de la

trypsine) (Eymar et al., 2016 ; Areas et al., 2016).
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La presence de micro-organismes pathogénes peut entrainer des infections, tandis que d'autres
micro-organismes produisent des toxines, qui entrainent toutes les deux des intoxications
alimentaires. La cuisson est efficace pour détruire ou enlever beaucoup de ces composants nocifs.
Cependant, certaines toxines sont relativement thermostables (par exemple, la toxine produite par
Staphylococcus aureus) et ne peuvent pas étre détruites par les températures et les temps encourus

pendant la cuisson domestique (Dablool et al., 2014).

Néanmoins, il ne faut pas oublier que la cuisson peut aussi avoir un effet néfaste. En particulier
avec la création de molécules cancérigénes, d’autant plus générées que la température de cuisson
est élevée (Sugimura, 2002). Jagerstad et Skog (2005) donnent la liste de ces principaux
composés génotoxiques : les acrylamides, les amines hétérocycliques, les amines multi-azotées et

les glucides polyaromatiques.

2.2.5. Effet de la cuisson sur la teneur en polyphénols des légumes
2.2.5.1. Polyphénols des Iégumes

Les légumes sont riches en polyphénols (colorés ou non) possédant de puissantes propriétés
antioxydantes (Pincemail et al., 2007).Globalement, le potentiel phénolique des légumes dépend
de nombreux facteurs externes (conditions climatiques, itinéraires techniques, origines) et internes

(état physiologique du fruit, position de celui-ci sur I’arbre, génotype) (Mehinagic et al., 2011).

La composition phénolique varie au cours du développement et de la maturation (Burda et al.,
1990; Kondo et al., 2002). Toutefois, certains facteurs externes comme les traitements culinaires
ou le stockage des fruits peuvent également modifier la composition phénolique. La découpe et le
broyage (étape commune a de nombreux procédés de transformation), le pressurage ou les
traitements thermiques peuvent avoir des impacts significatifs sur la quantité et la qualité des

composés phénoliques présents dans le produit fini.

Dans des conditions physiologiques normales, les composés phénoliques et les enzymes qui
participent a leur dégradation sont compartimentés dans les cellules du légume. Lors des
opérations de découpe ou de broyage, 1’intégrité cellulaire est altérée. Les composés phénoliques
solubles, genéralement accumulés au sein des vacuoles, se retrouvent en contact avec les enzymes
responsables du brunissement initialement présentes dans les parois cellulaires et le cytoplasme
(Marques et al., 2003). En présence d’oxygene, il peut y avoir consommation des composés
phénoligues par les polyphénoloxydases et peroxydases, aboutissant a la formation de pigments
bruns et donc a une diminution de la concentration des polyphénols. Ce phénomeéne peut aussi

apparaitre lors des opérations de décongélation, en raison des perturbations des structures
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cellulaires induites par la formation de cristaux de glace de grande taille dans les cellules lors

d’une congélation lente.

Les différences de répartition tissulaire des classes de polyphénols entrainent également des pertes
a la découpe si les tissus les plus riches en composés phénoliques sont retirés. C’est le cas des
flavonols, concentrés dans 1’épiderme, dont les plus grandes pertes sont observées apres
épluchage. Concernant I’impact de traitements thermiques sur la teneur et la composition en
polyphénols de legumes , les données sont actuellement contradictoires. Selon ces auteurs, cet
accroissement serait dd & une libération des composés phénoliques initialement associés aux
parois des cellules, induite par le chauffage et donc liée a la dégradation de ces parois. De
nombreuses modifications dans la teneur et la composition polyphénolique des légumes sont
susceptibles d’apparaitre au cours des différentes étapes de transformation. Etudier les effets de
ces procédés a 1’échelle industrielle, en analysant I’impact de chaque opération sur ces composés,
reste une opération cruciale pour les industriels qui souhaitent préserver la qualité nutritionnelle

de ces produits (Mehinagic et al., 2011).

2.2.5.2. Effet de la cuisson sur le contenu phénolique des Iégumes

L'effet de la cuisson sur la teneur en composés phénoliques des légumes dépend de nombreux
facteurs. En g@énéral, dans tous les cas ou les légumes ont été mis en contact
avec de l'eau, les pertes sont dues de leur bonne solubilité dans I'eau. Ces pertes peuvent étre
limitées en cas de cuisson des Iégumes sans pelage, mais le processus d'élimination de la peau est
généralement associé a des pertes de polyphénols, car c'est la qu'ils sont le plus concentrés. Dans
le procédé hydrothermal, une question importante est le degré de broyage des légumes: plus le
degré de broyage augmente, plus la perte de composants hydrosolubles est importante. Les
procédés thermiques réalisés sans l'apport d'eau entrainent souvent une augmentation des
polyphénols(Smith et al., 1997 ; Bartz et Brecht, 2002; Tiwari et Cummins, 2013 ; Fabbri et
Crosby, 2016).

L'augmentation des polyphénols aprés cuisson est essentiellement due a une hydrolyse thermique
des parois de la cellule et des compartiments subcellulaires, qui favorisent la libération de

I'alimentation de fibres liés (De Santiago et al., 2018).

La méthode de préparation peut affecter fortement le contenu phénoliques et I'acceptabilité des
aliments. Selon les études, la vapeur semble étre la meilleure méthode pour maintenir la qualité
nutritionnelle des légumes (Stea et al., 2007; Wachtel- Galor et al., 2008 ; Mahn et Reyes, 2012 ;

Bongoni et al. ,2014). Cependant, une augmentation de l'activité antioxydante a été obtenue cela
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est peut étre expliquée par les changements des propriétés des polyphénols par traitement
thermique (Sikora et Borczak, 2014).

La connaissance des facteurs et de leur impact sur la teneur en composés phénoliques dans les
légumes peut permettre la sélection de tels processus technologiques et de transformation

culinaire, qui sera associée a une rétention optimale des composants (Palermo et al., 2013).
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Nous rappelons que les principaux objectifs de cette étude sont d’optimiser d’une part
les conditions de cuisson, notamment le temps, la température et le volume d’eau utilisés dans le
cas de la cuisson par ébullition et par vapeur, et le temps, la puissance et le volume d’eau
utilisés dans le cas de la cuisson par microonde de six légumes (épinard, aubergine, carotte,
oignon, pomme de terre et piment vert piquant ), et d’autre part les conditions d’extraction des
polyphénols (concentration du solvant, temps de macération, temps d’ultrasonication et broyage
ou non du légume). La combinaison de ces facteurs optimisés va nous permettre de connaitre les
bonnes conditions de cuisson pour conserver un meilleur taux de polyphénols et la bonne méthode

pour extraire le maximum de ces composés d’intérét.

1. Matériel végétal

Cette étude a porté sur six légumes frais : la pomme de terre blanche (Solanum tuberosum
L ; Var. Spunta), la carotte (Daucus Carotta L. ; Var. Premia), I’oignon (Allium cepa L. Var.
Red Amposta) , 1’aubergine (Solanum melongena L., Var. Adria), I’épinard (Spinacia oleracea
L.; Var.: Géant d’hiver) et le piment vert piquant (Capsicum annuum L. Var. Capel hot)
(Figure 6).
Les échantillons ont été récoltés manuellement, a partir des champs de culture, suivant la
disponibilité et la maturité de chaque Iégume a différents endroits de la commune de Beni Bechir,
wilaya de SKIKDA (Figure7) durant le mois de Juin 2014 ,excepté 1’épinard qui a été récolté le
mois de Février de la méme année. En effet, cette commune est située a 13 km de Skikda ville et
33 metres d’altitude. C’est une zone agricole dont le climat est chaud et tempéré.
Le choix de ces espéces de légumes est fondé d’une part sur la diversité de la partie
comestible de la plante : légume racine (carotte), légume tubercule (pomme de terre), légume
bulbe (oignon), légume feuille (épinard) et légume fruit (aubergine et piment) et d’autre part par
rapport a la fréquence de consommation ménagere algérienne de ces légumes. Concernant le
choix de ces variétés, il est justifié par leur disponibilité sur le champ au moment de la
réalisation des prélevements.
Approximativement 1,5 kg de chaque légume ont éte réserves pour les différents essais. Apres
lavage des légumes récoltés, afin de les débarrasser de la terre et d’autres impuretés, ils sont
placés dans des sacs en plastique stériles, transportés dans une glaciaire et amenés au laboratoire

pour analyse.
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Figure 6..Photos des Iégumes utilisés
A : Pomme de terre blanche (Solanum tuberosum L ; Var. Spunta.) ; B : Carotte (Daucus Carotta
L. ; Var. Premia) ; C : Oignon (Allium cepa L. Var. Red amposta) ; D : Epinard Spinacia oleracea
L. ; Var.: Géant d’hiver) ; E : Aubergine (Solanum melongena L., Var. Dourga), F : piment vert
piquant (Capsicum annuum L. Var. Capel hot).
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Figure 7. Site des prélévements des légumes

2. Méthodes

L’évaluation des teneurs en polyphénols totaux et des flavonoides ainsi que la cuisson des
légumes ont été réalisées au laboratoire de BlOtechnologie et QUalité des ALiments
(BIOQUAL) de [D’Institut de la Nutrition, de 1’Alimentation et des Technologies Agro
Alimentaires (I.LN.A.T.A.A), Université Freéres Mentouri Constantinel (UFMCI1). L’activité
antioxydante, 1’activité anticholinestérase et la caractérisation des composés phénoliques par LC-
MS/MS ont été réalisées au laboratoire de pharmacie et pharmacologie, du Département de

pharmacie, Université Dicle, Diyarbakir, Turquie.

2.1. Préparation et cuisson des échantillons
2.1.1. Préparation des échantillons

Avant d’étre utilisés, les légumes ont ¢té immédiatement triés : les légumes sains de
forme et d’aspect réguliers ont été choisis pour I’expérimentation et ceux abimés ou défectueux
ont été éliminés. Toutes les parties non comestibles ont été enlevées manuellement ou a ’aide
d’un couteau en acier. Les légumes ont été lavés a 1’eau du robinet, certains ont été pelés
(pomme de terre et carotte) et découpés en petites piéces de taille homogene a I’aide d’un couteau
inoxydable sur un support (planche de cuisine). Les dimensions des piéces varient d’un légume a
I’autre. Nous avons coupé la pomme de terre et ’aubergine en cubes d’environ 2cm/ 2 cm, le
piment en demi rondelles d’environ 0,5 cm de largeur, la carotte en rondelles de 0,5 cm
d’épaisseur, I’oignon en demi-rondelles de 0,5 cm de largeur et 1’épinard en tranches de 0,5cm /
scm.
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2.1.2. Cuisson

1200 g de chaque légume ont été pris dont 300 g sont réservés a la détermination de la
teneur en poly phénols totaux et flavonoides a 1’état cru (témoins) et 900 g pour la cuisson, dont
300 g pour la cuisson a la vapeur d’eau, 300 g pour la cuisson par ébullition a dans 1’eau et 300 g
pour la cuisson par microonde (en tenant compte des trois répétitions).
Les facteurs utilisés pour I’optimisation de procédé de cuisson: volume d’eau, temps et
température de cuisson (cas de la cuisson par €bullition et par vapeur) ; volume d’eau utilisé,
temps et puissance (cas de la cuisson par microonde) ont été choisis en se référant a des
analyses préliminaires et a la bibliographie (tableau 1).

2.1.2.1. Cuisson a I’eau bouillante
Chaque échantillon de légume (100 g) est placé dans une casserole d’acier inoxydable
avec de I’eau distillée bouillante. La cuisson est faite a couvert, en utilisant un couvercle pour

gviter le contact avec I’air libre.

2.1.2.2. Cuisson a la vapeur
Chaque échantillon de légume (100 g) est placé dans un cuiseur de vapeur en acier

inoxydable «Couscoussier», et a été couvert et cuit a la vapeur au-dessus de 1’eau bouillante.

2.1.2.3. Cuisson par microonde

De méme, 100g de chaque légume est placé dans un plat en verre avec certain volume
d’eau puis introduit dans un four microonde Géant CE137NM (consommation : 220-240V,
fréquence de I’opération 245MHZ, puissance 800W, dimensions extérieures:262mm(H)x
452mm(W)x 330mm(D), dimension de la cavité du four : 198 mm(H)x315mm(W)x297mm(D).

Aprés chaque cuisson, les échantillons sont égouttés pour enlever le maximum d’eau puis

refroidis dans un bain d’eau et conservés au congélateur pour étre utilisés ultérieurement.
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Tableau 1. Facteurs d’expériences pour chaque mode de cuisson

facteurs

Légume Cru Cuisson a I’eau Cuisson par vapeur Cuisson par microonde
_ _ Temps de cuisson | (Dolinsky, et | Temps de cuisson (Dolinsky, | Temps de cuisson | (Zhao et al., 2017)
al.,2016) et al.,2016)
_ _ Température de | (Rocchetti et | Température de (Thoo et puissance (de Lima et al., 2017)
cuisson al., 2017) cuisson al., .2010 ;
B Preti et al.,
2017)
_ _ Volume d’eau de | (Carceaetal., | Volume d’eau Dolinsky, Teneur en eau (Cillaetal., 2017)
. 2017) et al.,2016)
cuisson
Concentration de | (Spigno et al, | Concentration de | (Spigno et | Concentration de (Spigno et | Concentration de | (Spigno et al, 2007,
solvant 2007, Galan et solvant al, 2007, solvant al , 2007, solvant Galan et al., 2017 )
al., 2017) Galan et al., Galan et " '
2017) al., 2017)
Temps de | (Jovanovié et Temps de | (Jovanovi¢ et | Temps (Jovanovi¢ | Temps (Jovanovi¢ et al., 2017)
macération al., 2017) macération al., 2017) d’extraction tzglﬂ) d’extraction
Temps (Raza et Temps (Raza et Temps (Raza et Temps (Raza et al.,2017)
d’ultrasonication al..2017) d’ultrasonication al..2017) d’ultrasonication al..2017) d’ultrasonication
Légumes broyés | (Kimetal., Légumes broyés ou | ( Kimet al., Légumes broyés ( Kim et Légumes broyés | (Kimetal., 2017)
2017) 2017) al., 2017)
ou non non ou non ou non
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2.2. Extraction et dosage des polyphénols et des flavonoides totaux

2.2.1. Préparation des échantillons crus et cuits

L’opération de broyage des échantillons de 1égumes crus et cuits a été 1’un des facteurs a
optimiser (tableau 1). Dans le cas du broyage des légumes, un broyeur automatique a été utilisé

afin d’obtenir un extrait végétal liquide et les différentes analyses ont été effectuées sur ces extrais

liquides.

2.3.2. Extraction des polyphénols totaux

La concentration du
d’ultrasonication et le broyage de 1’échantillon utilisés ont été optimisés en se référant a des

analyses préliminaires et a la bibliographie (tableau 1). L’extraction des polyphénols a été réalisée

selon la méthode d’Ertas et al. (2016) (Figure 8)

solvant d’extraction, le temps de macération, le temps

Matiere végétale crue ou cuite

U

Addition de solvant : méthanol + eau

Macération a température

ambiante a 1’abri de la lumiére et
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Figure 8. Protocole d’extraction des polyphénols (Ertas et al., 2016).
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2.3.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé en utilisant le Folin-Ciocalteu. C’est une
solution d’acide phosphotungstique (H3PW1,04) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo01,040) dont
la réduction par I’action des polyphénols donne un mélange de complexes de sels de tungstene
(WgOy3) et de molybdene (MogO,3) de couleur bleue (Waterhouse, 1999). La méthode adoptée
dans la présente étude est celle d’Ertas et al.(2014). Dans chaque puit des microplaques (96
puits), 0,4ul d’extrait sont ajoutés a 0,4ul du réactif Folin-Ciocalteu et 1,2ul de Na2CO3 a 2 %
(m/v). Le mélange est agité et incubé dans I’obscurité et a température ambiante pendant deux
heures et I’absorbance est mesurée a 725 nm par un lecteur microplaque Bioteck, EON,
USA lié a un microordinateur qui comporte un logiciel Gen 5. Les résultats sont exprimés en ug
équivalent acide gallique/gramme d’extrait sec en se référant a la courbe d’étalonnage de I’acide
gallique, réalisée avec 9 valeurs de concentrations (variant de 0- 1000pg/ml) (Annexe 1). Le taux
en polyphénols totaux d’extrait a été calculé par la formule suivante :

Absorbance = 0,0004 acide gallique (ug) + 0,4204  (R?=0,952)

2.3.2.2. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3), la quercétine a été utilisée comme étalon. La méthode appliquée est celle décrite par Ertas
et al. (2014). Dans chaque puits de microplaque 20ul d’extrait a analyser sont ajoutés a 172 pl
d’éthanol 80%, 4 pl de Alcl3(10% m/v).
Le mélange est agité puis incubé dans 1’obscurité et a température ambiante pendant 40 minutes.
Le blanc est réalisé par remplacement de I’extrait par du méthanol a 95% et I’absorbance est
mesurée a 415 nm en utilisant un lecteur des microplaques Bioteck EON,USA. Les résultats sont
exprimes en pg équivalent quercétine/g d’extrait sec en se référant a la courbe d’étalonnage de
la quecétine (0- 1000pg/ml)(Annexe 1). La concentration des composés flavonoides a été calculée

selon I'équation suivante :

Absorbance = 0,0003 quercétine (ug) +0,6568 (R2=0,9326)

2.3. Identification et quantification des polyphénols par LC-MS/MS
2.3.1. Instruments et conditions chromatographiques

L’analyse des composés phénoliques LC-M /MS a été realisée en utilisant un CLUHP
modéle Shimadzu Nexera , Japan couplé a un instrument MS en tandem. Le chromatographe
liquide est équipé de pompes binaires LC-30AD, un dégazeur DGU-20A3R, une colonne UDC

CTO-10A et un échantillonneur SIL-30AC. La séparation automatique chromatographique a été
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effectuée sur une colonne analytique C18 phase inverse ODS-4 (150 mm x 4, 6 mm, 3 pm). La
température de la colonne a été fixée a 40 ° C. Le gradient d'élution est composé de la phase
mobile A (eau, du formiate d'ammonium 5mM et de I'acide formique a 0,1%) et la phase mobile B
(méthanol, le formiate d'ammonium 5mM et de l'acide formique a 0,1%). Le programme de
gradient avec les proportions suivantes du solvant B a été appliqué t (min)% B (0, 40) (20, 90),
(23, 99, 90), (24, 40), (29, 40). Le débit de solvant a été maintenu a 0,5ml/min et le volume
d'injection a été réglé a 4pl.

Le dosage des composés étudiés a éte réalisé suivant deux ou trois transitions pour chaque
composant, la premiére a des fins quantitatives et la deuxieme et / ou la troisieme pour la

confirmation.

2.3.2. Méthode de validation des parametres pour les LC-MS / MS

Dans cette étude, vingt-cinq composés phénoliques (flavonoides, glycosides flavonoides,
acides phénoliques, phénolique aldéhyde, coumarine) et deux acides organiques non-phénoliques
(acide quinique et acide malique) qui sont tres répandus dans des matiéres végétales ont été
qualifiés et quantifiés. Les équations de régression linéaire des étalons sont représentées dans le
Tableau 11. La limite de détection (LOD) et la limite de quantification (LQ) de la méthode décrite
dans cette étude ont été dépendantes de la courbe d'étalonnage établie a partir de six mesures.
Pour les différents composés, LOD variait de 0,05 a 25,8ug /I et la LQ variait de 0,17 a 85,9ug/l
(Tableau 2). De plus, le taux de recouvrement des standards composés phénoliques varie entre
97% et 106,3% (Ertas et al., 2016).
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Tableau 2 . Parametres analytiques de LC-MS/MS.

No Standards RT Equation R? RSD% Gamme de linéarité LOD/LOQ (ug/l) Taux de

(min) (mall) recouvrement
(%)

1 Acide quinique 15 f(x)=33,6626*x+25132,9  0,9927 0,0388 250-10000 22,3/74,5 103,3
2 Acide mallique 17,2 f(x)=93,6102*x-5673,77  0,9975 0,1214 250-10000 19,2/64,1 101,4
3 Acide ferrulique 20,3 f(x)=79,2908*x-28416,2  0,9933  0,3908 250-10000 15,6 /51,9 102,8
4 Acide gallique 21,23 f(x)=358,069*x+26417,5 0,9901 0,4734 25-1000 4,8/159 102,3
5 A.Chlorogenique 23,05  f(x)=48,9828*x+26779,7 0,9932 0,1882 250-10000 7,3124,3 99,7
6 A.Protocatechuique 2529  f(x)=36,8568*x+6197,38  0,9991 0,5958 100-4000 25,8/85,9 100,2
7 Acide Tannique 26,31  f(x)=90,2704*x+30233,2  0,9955 0,9075 100-4000 10,2/ 34,2 97,8
8 Acide caféique 27,15  f(x)=1585,16*x+83957,5  0,9942  1,0080 25-1000 441147 98,6
9  Vanilline 29,11 f(x)=44,5478*x-574,867  0,9995  0,4094 250-10000 10,1/33,7 99,2
10 A. p-Coumarique 30,91  f(x)=73,5303*x+27064,3 0,9909 1,1358 100-4000 15,2/50,8 98,4
11 A.rosmarinique 32,06 f(x)=18,0298*x-1149,86  0,9992  0,5220 250-10000 10,4/34,8 101,7
12 Rutine 33,55  f(x)=51,8835*x+3841,66 0,9971 0,8146 250-10000 17,0/ 56,6 102,2
13 Hesperidine 35,04 f(x)=195,773*x+105641  0,9973  0,1363 250-10000 216/71,9 100,2
14 Hyperoside 38,66  f(x)=0,978146*x+827,221 0,9549 0,2135 100-4000 12,4/41,4 98,5
15 4-OH A.Benzoique 39,01  f(x)=635,003*x+54284,6  0,9925 1,4013 25-1000 3,0/10,0 106,2
16  Acide salicylique 40,22 f(x)=915,178*x+72571,4  0,9904 0,6619 25-1000 4/13,3 106,2
17 Myricetine 41,88  f(x)=54,2823*x+5414,67  0,9991 2,8247 100-4000 9,9/329 106,0
18  Fisetine 43,86  f(x)=331,870*x+34409,0 0,9988 2,4262 100-4000 10,7/ 35,6 96,9
19 Coumarine 4491  f(x)=236,639*x+34370,3 0,9924 0,4203 100-4000 9,1/30,4 104,4
20  Quercetine 4791  f(x)=206,102*x+1693,14  0,9995 4,3149 25-1000 2,0/6,8 98,9
21 Naringenine 49,55  f(x)=1100,55*x+39055,7 0,9956  2,0200 25-1000 2,6/88 97,0
22  Hesperetine 50,05  f(x)=160,323*x+6545,07 0,9961 1,0164 25-1000 3,3/11,0 102,4
23 Luteoléine 55,80  f(x)=111,474*x+3057,10  0,9992  3,9487 25-1000 58/194 105,4
24 Kaempférol 59,84  f(x)=20,9677*x+571,241  0,9917 0,5885 25-1000 2,0/6,6 99,1
25 Apigenine 60,85  f(x)=543,793*x+18525,6  0,9954 0,6782 25-1000 0,1/0.3 98,9
26 Rhamnetine 62,33  f(x)=110,091*x+632,444  0,9994 2,5678 25-1000 0,2/0,7 100,8
27 Chrysine 63,67  f(x)=698,787*x+23531,7 0,9965 1,5530 25-1000 0,05/0,17 102,2

RT : temps de rétention, R? : coefficient de détermination, RSD : Ecart-type relatif, LD/LQ (ug/l) : limite de détection/ limite de quantification
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2.4. Evaluation de I'activité antioxydante

Les méthodes de dosage de la capacité antioxydante totale mesurent la capacité des
antioxydants a neutraliser un radical libre. Les antioxydants ont différentes caractéristiques
physiques et chimiques. Chaque antioxydant pouvant, dans la plupart des cas, agir de fagon
différente dans un systéme simple. De plus, les antioxydants peuvent réagir de maniére différente
face a différents radicaux ou sources oxydantes (Prior et al., 2005).

Ces méthodes de dosage prennent donc en considération les antioxydants capables d’un
transfert d’électron ou d’hydrogeéne. Les méthodes basées sur le transfert d’hydrogeéne sont : le
DPPH et I’ABTS( Foegel et al., 2011), tandis que la méthode CUPRAC est une methode qui

utilise le mécanisme de transfert d’électrons.

2.4.1. Détermination de I'activité antioxydante par la méthode DPPH

L’intérét du test de DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyle) permet de déterminer I’activité
anti-oxydante en milieu organique (Blois, 1958). Ce test consiste en la réduction d’une solution
méthanolique de I’espéce radicalaire DPPHe en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne
(AH), qui aboutit a la formation d’une forme non radicalairce DPPH-H (Figure 9). En effet, la
présence des radicaux DPPHe donne une coloration pourpre foncée a la solution et qui absorbe
fortement a 517 nm. Au cours de la réaction, la colorimétrie de la solution change sous 1’effet d’un

agent antioxydant qui entraine la décoloration de la solution (Armun Hidayat et al., 2017).

[ L T8 P

Figure 9. Mécanisme d’action du DPPH (Amrun Hidayat et al., 2017).

La méthode suivie est celle d’Ertas et al. (2014). Une solution de 0,1mM de DPPH a été preparée
par solubilisation de 4mg de DPPH dans 10 ml de méthanol. Différentes concentrations de
solutions échantillons (0-1000 pg/ml) (4 upl) sont ajoutées a 160ul de la solution de DPPH,
apres incubation de 30 min a [I’obscurité et a température ambiante, les absorbances sont
mesurées a 517 nm contre le blanc correspondant par un lecteur des microplaques Bioteck, EON,
USA. Les résultats ont été exprimés par la moyenne de trois mesures séparées + écart type.

Le pouvoir d’inhibition est exprimé en % et déterminé en appliquant la formule suivante :
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1% =

A blanc — A échantillon
A blanc

x 100

A blanc : Absorbance du blanc (DPPH dans le méthanol) ;
A échantillon : Absorbance du composé d'essai.

Les concentrations d’extrait et d’antioxydant de référence (BHA), en fonction des pourcentages du

DPPH inhibe, ont été tracées a la fin de la réaction afin d'obtenir I'index 1C50. Ce parameétre est

défini comme

DPPH? initiale de 50% (Sharififar et al., 2007).

2.4.2. Méthode de piégeage du radical ABTS
Cette méthode est basée sur la capacité des composés a piéger le radical-cation ABTS®",

la concentration d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du

(sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis(3-éthylbenzothiazoline)-6-sulfonique) (Figurel0) de

coloration bleu verdatre. Ce radical cationique est formé suite a 1’oxydation de 1I’ABTS

initialement incolore avec les différents composés comme le persulfate de potassium

(K,S,POy).La réaction se déroule en deux étapes : au cours de la premiére étape le radical ABTS®"

est formé par arrachement d’un électron e- a un atome d’azote de I’ABTS. La deuxiéme se

déroule en présence d’un antioxydant donneur de H®, le radical d’azote concerné piege un H®,

conduisant a I’ABTSH+, ce qui entraine la décoloration de la solution (Figure 10).
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Figurel0. Etapes de la réaction ABTS (Re et al., 1999)

La méthode de piégeage du radical libre ABTS® suivie est celle décrite par Re et

al.(1999) modifiée par Ertas et al.(2014). Dans un tube & essai, 5 ml d'eau ont été mélangé avec
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19,2mg d'/ABTS et 3,3 mg de K,S20;3 ensuite le mélange est incubé a I'obscurité pendant 16h
et cela pour la formation de la solution radicalaire bleue-verte. La solution a été diluée jusqu'a
I’obtention d’une absorbance de 0,7 + 0,01 a 734 nm pour former le réactif d'essai.

Dans chaque puits d'une plaque a 96 puits, des mélanges réactionnels contenant 20ul d'échantillon
(0-1000 pg/ml) et 160 ul de réactif ont été incubés a I’obscurit¢ pendant 30 minutes.
L'absorbance est mesurée a 734 nm par un lecteur des microplaques Bioteck Eon, USA . L'activité

antioxydante a été calculée en utilisant la formule suivante:

Ablanc — Aéchantillon
I% = x 100
A blanc

A blanc : Absorbance du blanc (ABTS dans le méthanol) ;
A échantillon : Absorbance du composé d'essai
Les pourcentages d’inhibition du radical ABTS ont ¢été tracés en fonction des concentrations

d’extrait pour déterminer 1'index 1C50.

2.4.2. Méthode de capacité antioxydante réductrice de cuivre (CUPRAC)

C’est une méthode développée par Apak et al., (2004). Le principe de ce test se base sur la
conversion des hydroxyles phénoliques en quinones a travers la réduction du complexe Cu®*-Nc
cuivre(l1)-neocuproine, produisant ainsi un complexe chromogéne de Cu*-Nc qui absorbe a 450
nm (Figure 11) (Ozyiirek et al., 2011).
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Figurell. Principe de la méthode de CUPRAC (Ozyiirek et al., 2011).
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La méthode appliquée est celle d’Ertas et al. (2014). Dans chaque puit des microplaques,
des portions aliquotes de 61 ul de chlorure de cuivre (II), 61 pl de tampon de NH,OAc (1M, pH
7,0) et 61 pl de solution de néocuproide de 7,5 x 10-3 M ont été mélangés ensuite, 25 pl des
solutions d’extrait et témoins (0-1000 pg/ml) et 42 ul d'eau distillée ont été ajoutés pour atteindre
le volume final de 250 ul. Les microplaques ont été laissées au repos pendant une heure a

température ambiante a 1’obscurité. Ensuite, I'absorbance a ét¢ mesurée a 450 nm.

2.5. Détermination de P’activité anticholinestérase par le test d’Ellman

Le test d’Ellman permet de déterminer le potentiel inhibiteur d’un composé sur les
cholinestérases (AChE et BChE). Cette réaction permet de quantifier I’inhibition exprimée en
pourcentage (1%) et de déterminer 1I’IC50 (concentration diminuant 1’activité enzymatique de

moitié) (Ellman et al., 1961).

2.5.1. Activité antiacétylcholinestérase (AChE)

L'acétylthiocholine est habituellement utilisé comme substrat artificiel de 'AChE dont I'hydrolyse
conduit & la formation de thiocholine. Celle-ci réagit par la suite avec le DTNB [acide 5,5-dithio-bis-(2-
nitrobenzoique)], présent dans le milieu réactionnel, dont le clivage du pont disulfure présent dans sa
structure permet de libérer I'anion 3-carboxy-4- nitrobenzenethiolate de couleur jaune. Ce dernier

devient alors détectable par spectrophotométrie UV 2412 nm (Figure 12).
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Figurel2. Test d'Ellman avec I’AChE (Ellman et al., 1961)
2.5.2. Activité antibutyrylcholinestérase (BChE)

Le principe du test reste le méme pour la BChE sauf que I'on utilise de la butyrylthiocholine a la

place de l'acétylthiocholine (Figure 13).
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Figurel3. TestdEllmanavec laBChE (Ellman et al., 1961)

La détermination de I’activité anticholinestérase est menée selon la méthode développée par
Ferreira et al., (2006) puis plus récemment par Ouchemoukh et al., (2014) avec quelques
modifications. Ainsi, dans chaque puits , on place successivement 150ul d’une solution tampon
sodium phosphate (& pH = 8), 10ul de [I’extrait méthanolique du légume a différentes
concentrations et 20 ul de AChE (ou BChE), aprés I’incubation pendant 15minutes a 25°C,on
ajoute 10pL du réactif d’Ellman DNTB (10mM) et 10 pl de substrat butyrylthiocholine iodide
ou I’acétylthiocholine iodide .L’absorbance est mesurée a 412nm contre le blanc
correspondant par un lecteur des microplaques BIOTECK, EON, USA. Les résultats ont eté
exprimés par la moyenne de trois mesures séparés + écart type. Les résultats sont exprimés en
pourcentage d’inhibition des deux enzymes (1%)

Le pouvoir d’inhibition est exprimé en % et déterminé en appliquant la formule suivante :

Ablanc — Aéchantillon
1% = x100
A blanc

A blanc : Absorbance du
A échantillon : Absorbance du composé d'essai.
La concentration qui produit 50% d’inhibition est obtenue a partir de la courbe qui présente les

pourcentages d’inhibitions contre les différentes concentrations de I’échantillon étudié.

2.6. Plan d’expérience pour I’optimisation des conditions de cuisson combinées a la méthode
d’extraction des composés phénoliques

Dans ce travail, on cherche a optimiser les conditions de cuisson et d’extraction des
composés phénoliques pour obtenir un maximum de polyphénols dans les extraits des légumes
crus et cuits. Pour cela, un plan d’expérience a €té élaboré. La méthodologie utilisée est répartie
en deux étapes : un criblage des facteurs par un plan de Plackett-Burmann et une optimisation par

exploitation des surfaces de réponses (Goupy et Creignton, 2006).
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2.6.1. Plan de criblage

Le plan d’expérience de Plackett -Burman est utilisé pour sélectionner les facteurs les plus
influents sur la réponse Y ou les interactions sont négligeables ou supposées négligeables. Le plan
Plackett-Burman est quelques fois dit plan de criblage ou matrice d’Hadamard (Plackett et
Burman, 1946).

2.6.1.1. Modeéle mathématique

Le modele mathématique est un modéle sans interaction. Les coefficients de 1’équation du
modele mathématique sont déterminés par une régression multilinéaire. Les matrices de calcul
des plans de Plackett et Burman sont des matrices d’Hadamard. Elles permettent donc des
expérimentations ayant un nombre d’essais intermédiaire de celui des plans factoriels qui, eux, ont
seulement 2 lignes, La réponse expérimentale Y s’écrit sous forme d’une équation du premier
degré : elle traduit la dépendance de la réponse étudiée Y en fonction des variables codées

s’écrit :

Y =Db0 + b1X1 + b2X2 + b3X3+ bdX4 + b5X5 + b6X6 + ¢

Avec :
Y : Taux des polyphénols totaux (réponse).

b0 représente la valeur moyenne théorique de la réponse.

bl, b2, b3, b4, b5 et b6: Les effets principaux des facteurs X1, X2, X3, X4, X5 et X6,
respectivement ¢ : Le terme d’erreur (Reddy et al., 2008 ; Lia et al., 2016 ; Verma et al., 2017).

2.6.1.2. Niveaux des variables
Les conditions opératoires choisies pour réaliser le plan de Plackett et Burmann a deux
niveaux (-1) et (+1) pour chaque facteur sont sélectionnés en se basant des travaux antérieurs qui

ont été réalisés dans ce contexte et les essais préliminaires effectués au laboratoire (tableau 3).
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Tableau 3. Niveaux des facteurs des expériences pour chaque mode de cuisson des six légumes

La pomme de terre

Cru Cuisson a I’eau Cuisson par vapeur Cuisson par microonde
Facteurs Niveau -1 Niveau + 1 | Niveau -1 Niveau + 1 Niveau-1 Niveau+1 Niveau-1 Niveau+1
Temps de cuisson / / 10min 30min 30min 120min 10min 15min
Température de cuisson | / / 80°C 100°C 80°C 100°C 80°C 100°C
Volume d’eau / / 100ml 500ml 500ml 1000ml 10ml 20ml
Concentration du solvant | 60% 100% 60% 100% 60% 100% 60% 100%
Temps d’extraction 1H 24H 1H 24H 1H 24H 1H 24H
Temps d’ultrasonication | 30min 1H 30min 1H 30min 1H 30min 1H
Broyage Non Oui Non Oui Non Oui Non Oui
Puissance (Watt) / / / / / / 400 800

L’épinard

Temps de cuisson / / 10min 15min 10min 20min 2min 5min
Température de cuisson / / 80°C 100°C 80°C 100°C 80°C 100°C
Volume d’cau / / 100ml 500ml 500ml 1000ml 10ml 50ml
Concentration du solvant | 60% 100% 60% 100% 60% 100% 60% 100%
Temps d’extraction 1H 24H 1H 24H 1H 24H 1H 24H
Temps d’ultrasonication | 30min 1H 30min 1H 30min 1H 30min 1H
Broyage Non Oui Non Oui Non Oui Non Oui
Puissance (Watt) / / / / / / 400 800
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La carotte
Temps de cuisson / / 10min 30min 45min 60min 10min 15min
Température de cuisson | / / 80°C 100°C 80°C 100°C 80°C 100°C
Volume d’cau / / 100ml 500ml 500ml 1000ml 10ml 50ml
Concentration du solvant | 60% 100% 60% 100% 60% 100% 60% 100%
Temps d’extraction 1H 24H 1H 24H 1H 24H 1H 24H
Temps d’ultrasonication | 30min 1H 30min 1H 30min 1H 30min 1H
Broyage Non Oui Non Oui Non Oui Non Oui
Puissance (Watt) / / / / / / 400 800
L’oignon
Temps de cuisson / / 15 20min 15min 25min 8min 12min
Température de cuisson | / / 80°C 100°C 80°C 100°C 80°C 100°C
Volume d’cau / / 100ml 500ml 500ml 1000ml 10ml 50ml
Concentration du solvant | 60% 100% 60% 100% 60% 100% 60% 100%
Temps d’extraction 1H 24H 1H 24H 1H 24H 1H 24H
Temps d’ultrasonication | 30min 1H 30min 1H 30min 1H 30min 1H
Broyage Non Oui Non Oui Non Oui Non Oui
Puissance (Watt) / / / / / / 400 800
Le piment piquant
Temps de cuisson / / 10min 30min 30min 120Min 2min 10min
Température de cuisson |/ / 100°C 120°C 100°C 120°C
Volume d’eau / / 100ml 500ml 500ml 1000ml 10ml 50ml
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Concentration du solvant | 60% 100% 60% 100% 60% 100% 60% 100%
Temps d’extraction 1H 24H 1H 24H 1H 24H 1H 24H
Temps d’ultrasonication | 30min 1H 30min 1H 30min 1H 30min 1H
Broyage Non Oui Non Oui Non Oui Non Oui
Puissance (Watt) / / / / / / 400 800
L’aubergine

Cru Cuisson a I’eau Cuisson par vapeur Cuisson par microonde
Facteurs Niveau -1 Niveau +1 | Niveau -1 Niveau + 1 Niveau-1 Niveau+1 Niveau-1 Niveau+1
Temps de cuisson / / 10min 30min 30min 60min 15min 18min
Température de cuisson | / / 80°C 100°C 80°C 100°C 80°C 100°C
Volume d’eau / / 100ml 500ml 500ml 1000ml 10ml 50ml
Concentration du solvant | 60% 100% 60% 100% 60% 100% 60% 100%
Temps d’extraction 1H 24H 1H 24H 1H 24H 1H 24H
Temps d’ultrasonication | 30min 1H 30min 1H 30min 1H 30min 1H
Broyage Non Oui Non Oui Non Oui Non Oui
Puissance (Watt) / / / / / / 400 800
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2.6.1.3. Analyse du plan

La génération de la matrice d’essai et I’analyse du plan ont été réalisées par le logiciel Minitab 17
(Minitab Inc., State College, PA, USA). L'analyse consiste a rechercher le meilleur modele du
plan d’expérience associé & chaque résultat. Le meilleur modéle est celui dont ’expression du
résultat est constituée uniquement des parameétres dont les effets sont statistiquement significatifs
avec des bons coefficients de détermination. Un parametre est considéré comme ayant des effets
significatifs (S) sur le résultat lorsqu’au cours de I’analyse de la variance, sa probabilité de nullité
a est inferieure ou égale a 0,05% (a< 0,05%) (Figure 14) (Myer et Montgomery, 2002 ; Lia et
al., 2016).

Les effets principaux de chaque facteur sur les deux réponses sont estimés comme étant la
différence entre chacune des moyennes des mesures effectuées au niveau supérieur et au niveau
inférieur.

Mathématiquement, I’effet de chaque facteur est exprimé comme suit :

E Y. réponses au niveau (+) — ), réponses au niveau (—)

n

Ou
E : Effet de chaque facteur ;

n : Nombre d’apparition du facteur au niveau supérieur ou inférieur.
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Parametres

Modeéle général

Résultats =f (paramétres)

Eliminer les parametres

non significatifs

Il

Régression linéaire
Analyse de la variance

Prédiction de la réponse

Analyse du plan

Conditions non valides

Parametres significatifs :

v Probabilité < 0,05

v" Bon coefficient de détermination

Conditions valides

Meilleur modéle

Figure 14. Principales étapes d’un plan de criblage
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2.6.2. Optimisation

Un plan d’expérience central composite a ¢été utilisé pour optimiser ’effet des facteurs
sélectionnés par le plan de criblage sur la réponse notée taux en polyphénols. Ce plan est basé sur
la méthode des surfaces de réponse qui est la plus couramment utilisée dans ce type
d’expériences. Elle consiste a modéliser les résultats sous la forme de fonctions polynomiales du

second degré ( modele quadratique) (Almansoory et al., 2016).

2.6.2.1. Modele mathématique
Les plans du second degré ou plans pour surfaces de réponse permettent d’établir des

modeéles mathématiques du second degré. Ils sont utilisés pour les variables continues.

Y = a0 +X ai,Xi + X aii,Xi2 + X aij,Xi, X]

Avec :
ai : coefficients de régression des effets linéaires ;

aii : coefficients de régression des effets quadratiques ;

Xi et X : variables expérimentales codées ( Reddy et al., 2008 ; Almansoory et al., 2016).

2.6.2.2. Niveaux des variables
Nous avons attribué pour chaque variable codée (Xi) trois niveaux: -1, O et +1. Les
+ o représentent les valeurs extrémes (max, min). Pour que le plan soit orthogonal et rotatable, la

valeur de o a été fixée par le logiciel a 1,414 (figure 15).
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1
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(-1; +1) 10790 o 4gy
1
Expérience du plan factoriel complet 22 @ i @ Expérience du plan factoriel complet 22
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Point en étoile 1 (0;0) Point en étole T aCteUr Xy

@ Expérience du plan factoriel complet 2*
(+1;-1)

Expérience du plan factoriel complet 2 @
(-1;-1)
Point en étoile >K
1(0; -a)
Figure 15. Représentation graphique d’un plan d’expérience composite centre a deux
facteurs (X1 et X2) et trois niveaux (-1, 0 et +1) avec les valeurs extrémes + a.

Ce plan d’expérience central composite a deux variables est composé de :

- Points factoriels : également appelés points du cube, ils sont codés -1 et +1;
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- Points axiaux : également appelés étoiles, sonta: +a, 0 ; -a, 0.

- Points centraux : le central du planesta: 0,0

Le nombre total d’essais n a réaliser est la somme des essais de ces trois parties, du plan
factoriel (nf), du plan en etoile (né) et les essais au centre (n0). Donc : n = nf + né + n0
(Sadhukhan et al., 2016).

La relation entre les valeurs codées (X;) des variables entrées et ses valeurs réelles (A;) est

décrite par I’équation suivante :

Xi = (Ai - Ao)/AA

Avec :
Xi : valeur codée du facteur ;
A valeur réelle de ce facteur ;
A : valeur réelle du méme facteur au niveau central ;

AA: pas entre le niveau central et les niveaux £ 1 (Goupy, 2006).

2.6.2.3. Analyse du plan

Dans cette étude, la génération de la matrice d’essai a été réalisée par le logiciel Minitab
17 (Minitab Inc., State College, PA, USA). L'analyse des résultats obtenus est réalisée par la
méthodologie de réponse en surface avec le logiciel STATISTICA 07.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK,
U.S.A). Cette méthode d'optimisation génere des profils en deux dimensions et des surfaces
tridimensionnelles a partir des effets linéaires, quadratiques et interactifs de deux ou plusieurs
variables indépendantes sur une variable dépendante. Elle y intégre ensuite les données
expérimentales pour calculer la réponse optimale du systeme (Dey et al., 2001 ;Shih et al., 2002).
L'identification des valeurs optimales se déroule en plusieurs étapes (Statsoft, 2004). En premier
lieu, le logiciel transpose les effets des variables indépendantes et de leurs interactions sur la
réponse de la variable dépendante dans un modéle polynomial de second ordre. Le modele
contient les composantes linéaires des variables indépendantes sur une variable dépendante ainsi
que les effets interactifs entre chaque variable indépendante (deux a la fois). De plus, des
composants quadratiques y sont intégrés afin d'explorer de facon plus approfondie la sous-région
de la réponse en surface. Le degré d'importance de chaque variable indépendante sur la réponse de
la variable dépendante est évalué par une estimation des effets. Une analyse de régression est
également appliquée pour déterminer les coefficients de régression de chaque composante. Les
coefficients de régression indiquent si les composantes ont une influence positive ou négative sur
la réponse de la variable dépendante. Ils sont alors fixés dans une équation de régression

permettant de prédire la réponse de la variable dépendante. La signifiance statistique des effets et
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des coefficients de reégression est évaluée par un test de Student (t) et les valeurs de probabilité (P)
associées.
La seconde étape consiste a identifier le point de la surface de réponse qui correspond a la réponse
maximale.
Finalement, I’ANOVA détermine la signifiance du modéle mathématique. Le meilleur modeéle est
celui qui présente une valeur de sa probabilité de nullité a est inferieure ou égale 0,05% avec des

bons coefficients de détermination.

2.7. Analyse statistique

Les moyennes plus ou moins I’écart type des trois répétitions ainsi que les représentations
graphiques ont été réalisées par le logiciel Excel 2010.
Les moyennes ont été comparées par analyse de variance ANOVA a un seul facteur suivi par test
Post hoc-Tukey a I’aide de logiciel STATISTICA 07.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, U.S.A). Les
lettres en exposant : a, b, ¢, d, e, indiquent une différence significative au seuil de signification
0,05. L’étude de la corrélation entre les polyphénols et les activités antioxydantes et

anticholinesterases des différents légumes a été réalisee par le logiciel Xlstat 2009.
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Résultats et discussion 1. La pomme de terre

1.1. La pomme de terre crue

1.1.1.Plan de criblage pour la sélection des conditions d’extraction des polyphénols totaux de

la pomme de terre crue

Nous rappelons que le taux en composés phénoliques totaux a été déterminé a partir de la courbe
d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (Annexe 1). Le coefficient de régression est proche de 1
(Rz = 0,952). Les resultats des 12 essais de la matrice du plan Plackett-Burmann sont exposes
dans le tableau 4.

Tableau 4. Matrice d’essais du plan Plackett- Burmann pour 1’évaluation du taux en
polyphénols totaux de la pomme de terre crue

N° Taux des polyphénols
d’essai A B c D (ug EAG/ gpd’zstrait sec)
1 1 1 -1 1 2,087 x 10°
2 1 -1 1 1 1,697 x 10*
3 -1 1 1 1 1,687 x 10*
4 -1 -1 -1 1 2,087 x 10°
5 -1 1 -1 -1 1,098 x 10*
6 1 -1 -1 -1 1,098 x 10*
7 -1 -1 -1 -1 1,068 x 10*
8 1 1 1 -1 0,987 x 10”
9 1 1 -1 1 2,099 x 10°
10 -1 1 1 -1 0,988 x 10”
11 -1 -1 1 1 1,698 x 10*
12 1 -1 1 -1 0,985 x 10”

A : concentration du solvant ; B: broyage ; C: temps de macération ; D: temps d ultrasonication ;

L’équation polynomiale, genérée pour chaque réponse et décrivant la corrélation entre le taux des
polyphénols et les quatre facteurs étudiés (A : concentration du solvant ; B : broyage ; C: temps de

macération et D :temps d’ultrasonication ), est représentée comme suit :
Tauxen PT=14685+ 242 A+ 242 B - 1259 C + 4257 D

Les valeurs des coefficients de détermination et de détermination ajusté sont proches de 100%. Le
modele mathématique de ce plan est significatif (p<0,05). Les valeurs de P obtenues pour
chaque facteur ont montré que le temps de macération et le temps d’ultasonication ont des effets
significatifs sur la réponse " taux des polyphenols ” (Annexe 2). Le signe du coefficient montre
I’effet positif ou négatif du facteur sur la réponse. Si le coefficient est positif, la réponse
augmente (effet synergique), s’il est négatif, la relation est inversée (effet antagoniste) (Verma et
al., 2017).

Le facteur temps de macération a présenté un effet négatif tandis que le temps d’ultrasonication a
un effet positif sur la réponse. Les effets associés a la concentration du solvant et au broyage ne

sont pas significatifs dans ce modele ( p>0,05) (Annexe 2). Le diagramme de Pareto (Figurel6) a
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été également utilisé pour identifier les facteurs importants. Les effets linéaires des facteurs sont
ici représentés en les classant du plus vers le moins important. La droite verticale ayant pour
abscisse 2,36 correspond a la valeur que doit dépasser |fi| pour que I’effet linéaire soit jugé

significatif avec un niveau égal au moins a 5%.

Terme 2,36
T

A : concentration du solvant
B : broyage

C: temps de macération

D: temps d’ultrasonication

(o] 5 10 15 20
Effet normalisé

Figure 16. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05)
des conditions d’extraction des polyphénols totaux de la pomme de terre crue
1.1.2. Modélisation et optimisation des conditions d’extraction des polyphénols totaux de la

pomme de terre crue

Apres avoir cherché I’effet de chaque parameétre, les conditions d’extraction des polyphénols ont
été optimisées. Le taux de polyphénols dépend de deux facteurs .11 est alors possible d’utiliser un

plan composite centré (tableau 5).

Tableau 5. Matrice d’essai du plan de composite centré pour 1’évaluation des polyphénols totaux
de la pomme de terre crue.

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur Taux des polyphénols
d’essai temps de macération (A) temps d’ultrasonication (B) (ng EAG/ g d’extrait sec)
1 0 0 0,475 x 10*
2 -1 1 4,450 x 10"
3 -1 -1 1,221 x 10°
4 0 0 0,361 x 10*
5 1 -1 1,115 x 10°
6 1 1 1,231 x 10°
7 0 0 0,415 x 10"
8 -1,414 0 1,145 x 10°
9 0 0 0,388 x 10"
10 1,414 0 1,419 x 10°
11 0 -1,414 1,405 x 10°
12 0 0 0,204 x 10"
13 0 1,414 1,350 x 10°

Les deux coefficients (coefficient de détermination et coefficient ajusté) sont proches a 100% (p

= 0,000), ce qui indique que le modéle est extrémement significatif et pourrait étre utilisé pour
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I'optimisation des conditions d’extraction des polyphénols (Annexe 2). L’équation polynomiale
quadratique pour la réponse taux des polyphénols est:
Taux en PT= 14626 + 36,85 A - 745 B + 0,00591 A*A + 22,03 B*B - 1,331 A*B

Les facteurs (A, B, les termes quadratiques AA et BB ainsi que I’interaction a deux facteurs AB)
sont trés significatifs (Figure 17).

Terme 2,36
T
A
AB
B P
A : temps de macération
B : temps d ultrasonoication
BB AA : carré du temps de macération
BB : carré du temps d ultrasonication
AA AB : interaction entre temps de
. macération et temps d ultrasonication
0 2 4 [ 8 10 12 14 16
Effet normalisé

Figure 17. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions d’extraction des polyphénols totaux de la pomme de terre crue
Aprés la validation du modéle établi, I’optimum a €té déterminé. Plusieurs outils mathématiques
peuvent étre utilisés, parmi lesquels figurent la représentation graphique des courbes d’iso-

réponse, la surface de réponse et I’étude de la fonction de désirabilité.

La surface de réponse illustrant 1’évolution de la réponse en fonction des niveaux des deux
variables choisies est représentée dans la figure 18. Les diagrammes de surface sont des modéles
quadratiques obtenus en faisant varier les variables a étudier dans les limites expérimentales qui
sont : temps de macération (1h a 24h) et temps d’ultrasonication (30 a 60 min). Ils permettent

d’illustrer les effets linéaires, quadratiques et interactifs sur chaque variable de sortie.
Selon la figure 18, les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se situent dans la zone

rouge limitée par les points : temps de macération (60-262min) et temps d’ultrasonication (57-
60min).
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Figure 18. Surface de réponse du taux des polyphénols totaux de la pomme de terre crue en
fonction des temps de macération et d’ultrasonication

La courbe de désirabilité permet de realiser des simulations des conditions opératoires afin de

maximiser le rendement des extraits. Le facteur de désirabilité (D) varie de 0 a 1, ou 1 présente la

satisfaction maximale et O le refus complet (Goupy et Creighton, 2006). Le maximum de

préecision est obtenu pour une désirabilité de 1 (figure 19).

Optimal v A

. ax 1440,0
D:1,000° “act (6001
Prévoir  Min 60,0

34

Maximum
y = 4,667E+04

d = 1,0000

Figure 19. Optimisation des temps de macération et d’ultrasonication pour I’extraction
des polyphénols de la pomme de terre crue en fonction de la désirabilitél

La

d’ultrasonication (60 min).

prédiction des conditions optimales

est:
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1.1.3. Confirmation du modéle optimisé par rapport aux temps de macération et
d’ultrasonication des polyphénols totaux de la pomme de terre crue
Les résultats de 1’optimisation sont confirmés par la détermination des polyphénols totaux avec

les facteurs sélectionnés au point optimum (tableau 6).

Tableau 6. Taux de polyphénols prédit et mesuré de la pomme de terre crue

Points Taux de polyphénols prédit Taux de polyphénols mesuré
(Mg EAG/g d’extrait sec) (ug EAG/g d’extrait sec)
(60min, 60min) 4 667x 10° 4 6671x 10°

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans différence

significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modéle.

1.2. La pomme de terre cuite a la vapeur

1.2.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions de cuisson a la vapeur et

d’extraction des polyphénols totaux de la pomme de terre

Les résultats d’essais pour le taux des polyphénols de la pomme de terre cuite a la vapeur en
fonction des sept facteurs (A : temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’eau de
cuisson ; D : concentration de solvant ; E : temps de macération ; C : temps d’ultrasonication et
G : broyage) sont présentés dans le tableau 7.

Tableau 7. Matrice d’essais du plan Plackett —-Burmann pour 1’évaluation du taux en polyphénols
totaux de la pomme de terre cuite a la vapeur

N° Taux des polyphénols
d’essai A B ¢ D E F G (ug EAG/ gpd’Z)r:trait sec)
1 11 1 1 | -1 1 1 0,050 x 10°
2 EEEE 1] 1 1|1 1,060 x 10°
3 1 1 12 1]-1] 1[4 0,090 x 10°
4 11 1 |11 K 0,049 x 10*
5 1 1] 1] -1]1 1 1 1,205 x 10*
6 1 |11 ]1]1] 1 |1 1,258 x 10"
7 ER N 1,059 x 10”
8 A1l 1] 11 1 |1 1,059 x 10°
9 1 | 1] 1 1 | -1 1 |1 1,304 x 10”
10 A1 1] 1] 1 1 0,0305 x 10"
11 1 1 1 |11 1 | -1 0,080 x 10°
12 1 11111 1|1 0,008 x 10°

A : temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C: volume d’eau de cuisson ; D : concentration de
solvant ; E : Temps de macération ; C . temps d ultrasonication ; G : broyage
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L'analyse de variance a été appliquée pour tester I’effet des sept facteurs sur les reponses Y (taux
des polyphénols totaux). Parmi les variables testées, le temps et la température de cuisson ont eu
des effets significatifs sur la réponse. Le coefficient de détermination (R?) indique que 99,3% de
la variabilité de la réponse pourrait étre expliquée par le modéle prédit. Le modeéle de régression
obtenu est significatif (P = 0,0001) (Annexe 2). Ce modele polynomialest exprimé en termes des

codes facteurs comme suit:
Taux en PT=6049 +531 A-5530B +291C-92D-274E+169F-27G

Le diagramme de Pareto (Figure 20) montre la signification des facteurs : temps et température
de cuisson. Les résultats obtenus montrent que le modéle ajusté est de bonne qualité et nous
renseigne sur les effets linaires de chacun des facteurs considérés. Les effets de la température
et du temps de cuisson sont opposes, dont le premier a présenté un effet positif et le second a un

effet négatif sur le taux en polyphénols totaux (Annexe 2).

Les effets associés au volume d’ecau de cuisson, au temps de macération, au temps
d’ultrasonication, a la concentration du solvant et au broyage ne sont pas significatifs dans ce

modele.

Terme 2,78

: temps de cuisson ;

: température de cuisson ;
:volume d’eau de cuisson
: concentration de solvant ;
: Temps de macération ;

: temps d ultrasonication ;
: brovage

10 20 30 40
Effet normalisé

OmmMoOO®>

Figure 20. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05) des conditions
d’extraction des polyphénols et de la cuisson a la vapeur de la pomme de terre

1.2.2. Modélisation et optimisation des conditions de cuisson a la vapeur de la pomme de

terre

Les deux facteurs (température et temps de cuisson) sélectionnés par le plan de criblage sont
optimisés par le plan composite centré. La réponse de chaque variable indépendante est exposée

dans le tableau 8.
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Tableau 8. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en
polyphénols de la pomme de terre cuite a la vapeur

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur Taux des polyphénols
d’essai temps de cuisson (A) température de cuisson (B) (Mg EAG/ g d’extrait sec)
1 0 0 0,050 x 10*
2 -1 1 0,905 x 10*
3 -1 -1 0,254 x 10*
4 0 0 0,050 x 10*
5 1 -1 0,879 x 10*
6 1 1 1,200 x 10*
7 0 0 0,060 x 10*
8 -1,414 0 1,109 x 10*
9 0 0 0,050 x 10*
10 1,414 0 1,109 x 10*
11 0 -1,414 0,673 x 10*
12 0 0 0,050 x 10*
13 0 1,414 1,086 x 10*

Le modéle mathématique, décrivant le taux en polyphénols totaux, est le suivant:
Taux en PT=524 + 1961 A + 2162 B + 5527 A*A + 3629 B*B - 391 A*B

Le modéle prédit est tres significatif (p=0,0007). Les effets associés aux facteurs A, B et aux
termes quadratiques (AA et BB) sont significatifs. L’interaction entre les deux facteurs (AB)
n’est pas significative pour ce modéle. La valeur du coefficient de détermination est de 94,79% et
celle du coefficient de détermination ajusté est de 91,08% (Annexe 2). Les résultats obtenus sont
confirmés par le diagramme de Pareto (Figure 21).

Terme 2.365
AA
BB
B A : temps de cuisson ;
B : température de cuisson,
A AA : carré du temps de cuisson,
: BB: carré de température de
AB i cuisson,
: AB : interaction entre le temps de
® i 2 E & & 6 7 8 ° cuisson et la température de cuisson
Effet normalisé

Figure 21. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions de cuisson a la vapeur de la pomme de terre

La surface de réponse a été tracée en fonction des deux facteurs (temps et température de cuisson)
(figure 22).
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Figure 22. Surface de réponse du taux des polyphénols de la pomme de terre cuite a la vapeur en
fonction du temps et de la température de cuisson

A la lecture de la figure 22,

les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se localisent

dans la zone rouge limitée par les points : temps de cuisson (29-30min) et température de cuisson

(87-97°C). L'optimisation des deux facteurs est prédite en fonction de la désirabilité 1(figure 23).

Optimal

. Max
D: 1,000 “act
Prévoir Min

9
Maximum
y = 1,416E+04
d = 1,0000

Températ
100,0
[91,9192]

80,0

Figure 23 .Optimisation du temps et de la température de cuisson & la vapeur
de la pomme de terre en fonction de la désirabilité 1

En effet, I'optimum a été obtenu par la fonction de désirabilité 1. Celle-ci nous permet d'avoir les

meilleurs temps et température de cuisson. Les conditions optimales ont été fixées comme suit:

température de cuisson (91,919°C) et temps de cuisson (30 min.).
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1.2.3. Confirmation du modéle optimisé par rapport au temps et a la température de

cuisson a la vapeur de la pomme de terre

Les résultats de 1’optimisation sont confirmés par la détermination du taux des polyphéenols

totaux avec les facteurs sélectionnés au point optimum (tableau9).

Tableau 9. Taux de polyphénols prédit et mesuré de la pomme de terre cuite a la vapeur

Points Taux de polyphénols prédit (ug Taux de polyphénols mesuré
EAG/g d’extrait sec) (Mg EAG/g d’extrait sec)
(91,919°C, 30min.) 1,416x 10* 1,415x 10*

La valeur mesurée est trés proche de celle prédite par le modele mathématique sans aucune

différence significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modeéle.

1.3. Lapomme de terre cuite a I’eau

1.3.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions de cuisson a I’eau et d’extraction
des polyphénols totaux de la pomme de terre

Les résultats des 12 essais de la matrice du plan Plackett-Burmann, établie avec les facteurs A :
temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’eau de cuisson ; D : concentration de
solvant ; E : temps de macération ; C : temps d’ultrasonication et G : broyage) sont mentionnés

dans le tableau 10.

Tableau 10 . Matrice d’essais du plan Plackett —-Burmann pour 1’évaluation du taux en
polyphénols totaux de la pomme de terre cuite & 1’eau

N°d’essai | A B C D E F G Taux des polyphénols
1 11 1 1 ] 1 1 1 0,001x10"
2 T 1 1 |11 1 0,254 x10"
3 1 1 1] 1] 2]-1]1 0,054 x10”
4 11 1 1] 1] 1] 1 0,016 x10”
5 1 1] 1] 111 1 1 0,154 x10”
6 1 |1 1] 112|171 0,153 x10”
7 NN 0,25 x10°
8 E 1 1 | -1 0,087 x10”
9 1 [ 111 1 [ 1] 1 ]2 0,249 x10”
10 A1 1] 1] 4 1 1 0,015 x10”
11 1 1 1 | 1] 1 1 | -1 0,087 x10”
12 1 1 ] -1 1 1 |11 0,0065 x10*

A : temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’eau de cuisson ; D : concentration de solvant ;
E : temps de macération ; C : temps d ultrasonication ; G : broyage

L’équation polynomiale générée pour chaque réponse, décrivant la corrélation entre le taux des

polyphénols et les sept facteurs étudiés, est représentée comme suit :
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Taux en PT =1408-567 A+615B+163C+107D+101E-99F + 156 G

Les valeurs des coefficients de détermination et de détermination ajustée sont proches a 100%. La
probabilité est inférieure & 0,05 ce qui indique que le modéle est significatif (Annexe 2).
L’analyse des variables testées (temps et température de cuisson) ont eu un effet significatif sur
la réponse (figure 24). Le temps de cuisson a un effet négatif tandis que la température a présentée

un effet positif sur la réponse taux des polyphénols.

Terme 2776
T

: temps de cuisson ;
: température de cuisson ;
s volume d’eau de cuisson
: concentration de solvant ;
: temps de macération ;

: F: temps d’ultrasonication ,
0 1 2 3 4 5 G : broyage
Effet normalisé

v]
mogoow>

Figure 24. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05) pour les conditions
d’extraction des polyphénols et de la cuisson a I’eau de la pomme de terre
1.3.2. Modélisation et optimisation des conditions de la cuisson a I’eau de la pomme de

terre

La conception du plan composite centré a permis I'optimisation des parametres de la cuisson a
I’eau (température et temps) pour obtenir un maximum de polyphénols. Les résultats des 13

essais de la matrice du plan composite centré sont exposés dans le tableau 11.

Tableau 11. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en polyphénols
totaux de la pomme de terre cuite a I’eau

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur température Taux des polyphénols
d’essai Temps de cuisson (A) de cuisson (B) (ng EAG/ g d’extrait sec)
1 0 0 0,219 x10°
2 -1 1 0,072 x10*
3 -1 -1 0,331 x10°
4 0 0 0,216 x10°
5 1 -1 0,209 x10°
6 1 1 0,0717 x10°
7 0 0 0,246 x10°
8 -1,414 0 0, 091 x10*
9 0 0 0,219 x10°
10 1,414 0 0,092 x10°
11 0 -1,414 0,0915 x10°
12 0 0 0,256 x10*
13 0 1,414 0,056 x10°
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L’analyse de variance a montré que les effets de tous les facteurs (A, B, AA, BB et AB) présentent des
différences significatives (P <0,05). Les coefficients de détermination obtenus sont élevés ce qui
indique une réponse satisfaisante par rapport a I’ajustement des données du modéle de régression
quadratique. Par conséquent, le temps (A) , la température de la cuisson (B) ,les effets du second
ordre, les carrés de temps (AA), les carrés de températures (BB) et I’interaction entre les deux
facteurs (AB) ont affecté significativement la réponse (taux des polyphénols) (Annexe 2). Ces résultats

sont confirmés par le diagramme de Pareto (figure 25).

Terme

A
BB

AB

A : temps de cuisson ;

B : température de cuisson,

AA :carré du temps de cuisson,

BB : carré de température de cuisson ,
AB : interaction entre le temps de cuisson
o s 10 15 20 25 30 et la température de cuisson

Effet normalisé

Figure 25. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés (p=0,05)
des conditions de cuisson a I’eau de la pomme de terre

L’équation polynomiale quadratique pour la réponse taux des polyphénols est:
Taux en PT =917,4-483,9 A +153,9 B + 275,6 A*A + 472,0 B*B + 546,4 A*B

La surface de réponse illustrant 1’évolution de la réponse en fonction des niveaux des deux facteurs

choisis (temps et température de cuisson) est illustrée dans la figure 26.
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Figure 26. Surface de réponse du taux des polyphénols de la pomme de terre cuite @ 1’eau en
fonction du temps et de la température de cuisson
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Les résultats illustrés dans la figure 26 montrent que les valeurs optimales du taux des
polyphénols totaux se localisent dans la zone rouge limitée par les points : temps de cuisson (10-
11,3 min) et température (80 -84°C)

Les valeurs des variables optimales ont été identifiées et calculées a une désirabilité de 1. Les

résultats obtenus sont montrés dans la figure 27:

Optimal . A B

. ax 30,0 100,0
D:1,000 L% a0.0] [80.0]
Prévoir  Min 10,0 80,0

c8
Maximum
y = 3356,0817
d = 1,0000

Figure 27. Optimisation du temps et de température de cuisson & I’eau de
la pomme de terre en fonction de la désirabilitél

Les conditions optimales pour atteindre le meilleur taux de polyphénols sont : temps de cuisson

(10 minutes) et température de cuisson (80 °C).

1.3.3. Confirmation du modele optimisé par rapport au temps et a la température de
cuisson & I’eau de 1a pomme de terre

Les conditions optimales ont été appliquées au laboratoire pour confirmer la validité du modele
(tableau 12).

Tableau 12. Taux de polyphénols prédit et mesuré de la pomme de terre cuite a I’eau

Points Taux de polyphénols prédit (ug

EAG/g d’extrait sec)

Taux de polyphénols mesuré
(ug EAG/g d’extrait sec)

(80°C, 10minutes)

0,3356 x10*

0,3357 x10”

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans aucune différence

significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modele.

1.4. Lapomme de terre cuite par microonde

1.4.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions de cuisson par microonde et
d’extraction des polyphénols totaux de la pomme de terre

Les résultats des essais de la matrice de Plackett -Burmann sont exposés dans le tableau 13.
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Tableau 13. Matrice d’essais du plan Plackett- Burmann pour I’évaluation du taux en
polyphénols totaux de la pomme de terre cuite par microonde

N° Taux des polyphénols
d’essai A B c D E F G (ug EAG/ gpd’g;?trait sec)
1 1 1 | 1 1 | 4 1,457 x10°
2 1 1 1] 1| -1]-1]4 1,538 x10”
3 1 -1 1 K 1 1,564 x10”
4 1 1|1 1 1] 1] 1,274 x10°
5 1 1 | 1] 1 1 |11 1 0,728 x10*
6 -1 111 1 1 | -1 0,674 x10"
7 -1 1 1 1 | 1] 1 1 1,457 x10°
8 -1 1 1 | -1 1 | -1 ] 1 1,268 x10°
9 -1 -1 1 1 1 | -1 1 1,629 x10°
10 -1 1 1] 1] 1]1 1 1,457 x10°
11 1 A1 1] 1 1 1 1,608 x10°
12 -1 E NN 1,457 x10°

A : temps de cuisson ; B : puissance ; C : volume d’eau de cuisson ; D : concentration de solvant ; E : temps de
macération ; C : temps d ultrasonication ; G : broyage

Les valeurs des coefficients de détermination et de détermination ajusté sont proches de 100% et
la valeur de P obtenue pour ce modéle est inferieure a 0,05 ce qui indique que le modele est
significatif. Les variables ayant un effet significatif (p <0,05) sur la réponse "taux des
polyphénols” sont le temps de cuisson et la puissance du microonde (Annexe 2). L’équation

polynomiale pour la réponse (taux des polyphénols) est représentée comme suit :
Taux en PT =10224 + 5058 A + 2593 B-425C+749D + 1181 E - 1497 F - 1348 G

Les coefficients obtenus pour les deux facteurs sont positifs, ce qui signifie que ces deux variables
(temps de cuisson et puissance du microonde) influent positivement sur la réponse. L’ensemble
de ces résultats sont résumés dans le diagramme de Pareto, les barres qui dépassent la valeur

2,776 présentent un effet positif sur la réponse (figure 28).

Terme 2.776
T

» |

8 ‘

i A : temps de cuisson ;

B : puissance de la microonde;
D 1 C : volume d’eau de cuisson ;

D : concentration de solvant ;
E : temps de macération ;

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 F': temps d ultrasonication ;
Effet normalisé G : broyage

Figure 28. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05) des conditions
d’extraction des polyphénols et de la cuisson par microonde de la pomme de terre
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1.4.2. Modélisation et optimisation des conditions de la cuisson par microonde de la pomme
de terre

Les deux facteurs (temps de cuisson et puissance du microonde) ont été utilisés pour
I’optimisation de la réponse polyphénols totaux (tableau 14).

Tableau 14. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en polyphénols
totaux de la pomme de terre cuite par microonde

N° Niveaux du facteur temps Niveaux du facteur Taux des polyphénols
d’essai de cuisson (A) puissance de la microonde (B) (ug EAG/ g d’extrait sec)
1 0 0 1,457 x10°
2 -1 1 1,538 x10*
3 -1 -1 1,564 x10°
4 0 0 1,444 x10"
5 1 -1 0,728 x10*
6 1 1 0,674 x10°
7 0 0 1,457 x10°
8 -1,414 0 1,268 x10°
9 0 0 1,629 x10°
10 1,414 0 1,457 x10°
11 0 -1,414 1,608 x10°
12 0 0 1,457 x10°
13 0 1,414 1, 317 x10°

La probabilité obtenue pour ce modele est <0,0001 ce qui indique que le modele mathématique
correspond bien a la réponse. Les coefficients de détermination obtenus sont élevés ce qui
indique une réponse satisfaisante par rapport a I’ajustement des données du modéle de régression

quadratique. L’équation correspondante est la suivante :
Taux en PT = 14570 + 4418 A + 1803 B - 3050 A*A - 373 B*B - 2344 A*B

les facteurs (temps de cuisson : A et puissance de la microonde :B) ont affecté significativement
le taux des polyphénols totaux. De méme, I’effet du second ordre ou carré du temps(AA) a
affecté significativement la réponse tandis que le carré de la puissance du microonde (BB) n’a

presente aucune différence significative.

L'analyse des interactions entre les deux facteurs a montré que I’interaction entre les deux facteurs
(AB) a un effet significatif sur la réponse (taux des polyphénols) (Annexe 2). Ces résultats sont

confirmés par le diagramme de Pareto (figure 29).
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Figure29. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions de cuisson par microonde de la pomme de terre

La surface de réponse, illustrant la réponse en fonction des niveaux des deux facteurs (temps de

cuisson et puissance du microonde), sont illustrées dans la figure 30.
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Figure 30. Surface de réponse du taux des polyphénols de la pomme de terre en fonction du
temps de cuisson et de la puissance du microonde

La figure 30 montre que les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se trouvent dans la

zone rouge limitée par les points : temps de cuisson (12,5-14,5min) et puissance de la microonde

(400-500 Watt). Les valeurs optimales des facteurs ont été calculées a une désirabilité de 0,99

proche de 1 (figure 31).
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Figure 31. Optimisation du temps de cuisson
et de la puissance du microonde en fonction de la désirabilité 1

Les conditions optimales obtenues a une désirabilité de 0,99 sont comme suit: temps de

cuisson (13,23 minutes) et puissance du microonde (448,48Watt).

1.4.3. Confirmation du modele optimisé par rapport a la puissance du microonde et au

temps de la cuisson de la pomme de terre

Les valeurs optimales obtenues ont été vérifiées expérimentalement. Les résultats obtenus sont
enregistrés dans le tableau 15
Tableau 15. Taux de polyphénols prédit et mesuré de la pomme de terre cuite par microonde

Points Taux de polyphénols prédit (ug Taux de polyphénols mesuré
EAG/g d’extrait sec) (Mg EAG/g d’extrait sec)
(13, 23minutes, 448,48 Watt) 1,6210 x10° 1,6208 x10°

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans aucune différence

significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modele.

1.5. Effet de la cuisson sur les taux en polyphénols totaux et en flavonoides totaux de la

pomme de terre

Les effets des trois modes de cuisson sur les teneurs en polyphénols totaux et des flavonoides
sont illustrés dans la figure 32. Les taux en polyphénols totaux sont équivalents a 46190 ;
3357,009 ; 14060 et 16208,99 pg EAG/g d’extrait sec des pommes de terre : crue, cuite dans
I’eau, cuite a la vapeur et par microonde respectivement. Cependant, les taux en flavonoides sont
de I’ordre de 24100,0; 1000,9 ; 9870,9 et 10540,0 pg EQ /g d’extrait sec des pommes de terre :
crue, cuite dans 1’eau, cuite a la vapeur et par microonde respectivement. En comparant les
différents modes de cuisson, il existe une différence significative (p< 0,05) entre les taux des

polyphénols totaux et les taux des flavonoides des pommes de terre crues et cuites.
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Figure 32. Effet de la cuisson sur le taux en polyphénols totaux et en flavonoides de la pomme
de terre (1 : polyphénols, 2 : flavonoides)

De méme, les résultats obtenus indiquent que la pomme de terre est riche en polyphénols et en
flavonoides. Ce méme constat a été évoqué par plusieurs études ( Andre et al., 2007, DeulRer et

al., 2012; Zarzecka et al.,2013; Rytel et al., 2014 ; Zarzecka et al., 2017).

A la lecture de ces resultats obtenus, les trois modes de cuisson semblent provoquer une
diminution des taux des polyphénols totaux et des flavonoides. Cette réduction est constatée a
des degrés différents selon la méthode de cuisson. La cuisson qui semble préserver les meilleurs
taux des polyphénols est celle du microonde en premiere position puis vient la cuisson a la
vapeur et en derniére position la cuisson a I’eau. Plusieurs études ont montré que la méthode de
cuisson affecte I’ampleur des pertes de composés phénoliques et des flavonoides (Mulinacci et
al., 2008 ; Friedman et Levin, 2009 ; Jung et al., 2011; Perla et al., 2012 ; Rothwell et al., 2015 ;
Rytel et al., 2017 ).

En effet, la réduction des composés phénoliques peut étre due a la destruction thermique de ces
composés (Vallejo et al., 2003 ; Zhao et al. ,2017) et/ou la solubilisation de certains composés

phénoliques dans I’eau de cuisson (Makris et Rossiter, 2001).
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L’analyse des caux de cuisson a montré la présence des composés phénoliques avec des teneurs
tres faibles. Les taux en polyphénols totaux pour les eaux de cuisson sont de 1000,76 et 500,06 pg
EAG/g d’extrait sec d’eau de cuisson par ébullition et a la vapeur respectivement. Quant a la
teneur en flavonoides, elles sont de 567,00 et 297,98 ug EQ/g d’extrait sec d’eau issue de la

cuisson par ébullition et celle issue de la cuisson a la vapeur respectivement.

L’eau de la cuisson par ébullition a révélé des taux en polyphénols totaux et en flavonoides
élevés par rapport a celle qui provient de la cuisson a la vapeur. L’analyse de la variance a révélé
une différence significative entre les deux teneurs. La révélation des composés phénoliques dans
les eaux de cuisson est due probablement & leur grande solubilisation suite a la lyse des parois
cellulaires d’ou leur passage direct dans 1’eau de cuisson par ébullition. Quant & la cuisson a la
vapeur et par microonde, elles permettent une meilleure rétention des polyphénols solubles dans

les tissus végétaux.

En effet, la structure chimique des composés phénoliques influence fortement leur solubilité.
Selon Rothwell et al., (2015), les polyphénols sont regroupés en sous-classes avec des squelettes
chimiques courantes, il se pourrait que les composants de la méme sous-classe soient affectés de
maniére différente par la cuisson. Ces variations peuvent s'expliquer par le degré
d’hydroxylation, la liaison aux sucres, la taille moléculaire, la polarité et la solubilité de ces

COMpOsés.

En se référant a la bibliographie, les résultats obtenus concernant I’effet de la cuisson sur les
composés phénoliques sont contradictoires. Plusieurs études ont confirmé que les différentes
méthodes de cuisson réduisent les composés phénoliques dans les pommes de terre quelque soit
les conditions de cuisson (Dao et Friedman, 1994; Orsak et al. , 2001 ; Friedman et Levin, 2009 ;
Rytel et al., 2014). Perla et al. (2012) ont étudié 1’'impact des méthodes de cuisson par ébullition
et par micro-onde sur les composés phénoliques de la pomme de terre de cing variétés stockées
durant six mois et ayant différentes couleurs de peau et de chair. Ils ont constaté que le niveau des
composés phénoliques était réduit par les deux méthodes de cuisson, mais I'ébullition a minimisée
ces pertes. Burgos et al. (2013) ont montré que la cuisson des pommes de terre non pelées n’a
causé aucune perte des composes phénoliques. Cependant, certains auteurs ont rapporté que la
cuisson augmente la teneur de ces composés. Cette augmentation est attribuée a la libération
facile de composés phénoliques auparavant liés aux constituants cellulaires lors de la cuisson.
Cette libération compenserait une éventuelle perte par dégradation thermique (Dewanto et al.,
2002).

Navarre et al. (2010) ont prouvé qu’une cuisson dans 1’eau durant 18 minutes provoque une

augmentation des teneurs en polyphénols totaux. De méme, Faller et Fialho (2009), ont signalé
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que la cuisson de la pomme de terre durant 6,5 minutes augmente la teneur en polyphénols

hydrolysables, par contre elle diminue le taux des fractions solubles.

1.6. Analyse chromatographique liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem
(LC-MS/MS) des extraits de la pomme de terre
Les variations des composés phénoliques et leurs dérivés ont été évaluées apres cuisson (par

ébullition, a la vapeur et par microonde) (figure 33, tableau 16).
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Figure 33. Analyse LC-MS/MS des extraits de la pomme de terre

A : pomme de terre crue, B : cuite a I’eau, C : cuite par vapeur, D : cuite par microonde, E : eau de
cuisson (ébullition),F : eau de cuisson(vapeur) :

1 : acide quinique, 2: acide malique, 3: acide ferrulique, 4: acide gallique, 5: acide chlorogénique, 6: acide
protocatechuique, 7: acide tannique, 8: acide caféique, 9: vanilline, 10: p-acide coumarique, 11: Acide
rosmarinique 12: Hesperidine, 13: Rutine, 14: Hyperoside, 15: 4-OH Acide benzoique, 16: Acide salicylique, 17:
Myricétine, 18: Coumarine 19 Kaempferol :, 20: Quercétine, 21: Hesperetine, 22: Naringénine , 23: Luteoline,
24: Fisetine, 25: Apigenine, 26: Rhamnetine, 27: Chrysine
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Tableau 16. Identification et quantification des composés phénoliques et leurs dérivés des extraits de la pomme de terre par LC-MS/MS

N° Composé lon parent MS2 (énergie de collision) Quantification (ug analyte / g d'extrait)

(m/z) CR CE Y CM ECE ECV
1 Acide quinique 190,95 85 (22), 93 (22) 250,87 100,54 234,98 243,76 ND 42,67
2 Acide mallique 133,05 115 (14), 71 (17) 340,67 90,65 338,76 339,76 ND 34,76
3 Acide Férrulque 172,85 85 (12). 129 (9) ND ND ND ND ND ND
4 Acide gallique 169,05 125 (14), 79 (25) ND ND ND ND ND ND
5 Acide chlorogénique 353 191 (17) 4500,87 4490,76 | 4497,87 4498,78 67,67 56,78
6 Acide protocatéchique 152,95 109 (16), 108 (26 5500,66 5499,56 | 5500,21 5500,65 2500,78 49,78
7 Acide tannique 182,95 124 (22), 78 (34) 7032,373 7029,65 | 7030,76 7031,87 3500,78 49,98
8 Acide caféique 178,95 135 (15), 134 (24), 89 (31) 10011,193 8907,87 | 9345,78 10000,76 4500,78 52,78
9 Vanilline 151,05 136 (17), 92 (21) ND ND ND ND ND ND
10 Acidep- coumarique 162,95 119 (15), 93 (31) 7058.25 345,76 ND 540,76 ND ND
11 Acide rosmarinique 358,9 161 (17), 133 (42) 8054,233 209,76 ND 7098,76 ND ND
12 Hespéridine 611,1 303,465 ND ND ND ND ND ND
13 Rutine 609,1 300 (37), 271 (51), 301 (38) ND ND ND ND ND ND
14 Hyperoside 463,1 300,301 ND ND ND ND ND ND
15 4-OH acide benzoique 136,95 93,65 ND ND ND ND ND 60,43
16 Acide salicylique 136,95 93,65,75 ND ND ND ND ND ND
17 Myricétine 317 179,151,137 4657,87 367,76 4569,76 456,78 ND ND
18 Coumarine 146,95 103,91,77 5098,76 567,78 5189,54 5188,76 ND ND
19 Kaempférol 264.95 217,133,151 119,76 89,76 99,76 99,45 ND ND
20 Quercetine 300,9 179,151,121 ND ND ND ND ND 56,87
21 Hespérétine 300,95 164,136,108 ND ND ND ND ND ND
22 Naringinine 270,95 151,119,107 218,123 217,99 218,06 218,16 ND ND
23 Lutéoléine 284,95 175,151,133 225,980 224,76 225 112,78 ND ND
24 Fisétine 284,95 135,121 ND ND ND ND ND ND
25 Apigénine 268.95 151,117 9452,76 450,76 9065,78 5687,78 ND ND
26 Rhamnétine 314.95 165,121,300 8564,78 345,99 567,98 789,87 ND ND
27 Chrysine 253 143,119,107 7456,65 234,78 709,78 4987,76 ND ND

ND : non déterminé; CR : pomme de terre crue; CE : pomme de terre cuite dans ’eau; CV : pomme de terre cuite a la vapeur; CM : pomme de terre cuite par microonde ; ECE : eau de cuisson par
ébullition ; ECV : eau de cuisson par vapeur
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L'analyse LC-MS/MS a montré que la pomme de terre contient des quantites considérables
d’acide chlorogénique, d’acide protocatéchique, d’acide tannique, d'acide caféique, d’acide p-
coumarique, d’acide rosmarinique, de myricétine, de coumarine, d'apigenine, de rhamnetine et de
chrysine et de faibles quantités de kaempférol, de naringinine et de lutéoléine. Ces résultats sont

différents de ceux obtenus par d’autres études (tableau 17).

Les eaux de cuisson ont revélé de faibles quantités de composes phénoliques. L’analyse de 1’eau
de cuisson par ébullition a montré la présence de I’acide chlorogénique, I’acide protocatechuique,
I’acide tannique et 1’acide caféique mais 1’eau de cuisson a la vapeur a révélé la présence de
I’acide quinique, 1’acide malique, 1’acide chlorogenique, 1’acide protocatechuique, I’acide
tannique, et I’acide cafeique. Nous signalons 1’apparition de deux composés phénoliques (acide
4-OH benzoique et quercétine) dans 1’eau de cuisson a la vapeur et qui n’ont été pas détectés
dans la matrice végétale.

Tableau 17. Synthese des résultats d’études sur la détection de composés phénoliques dans les
variétés de la pomme de terre

Technique Variété de Composés phénoliques Références
analytique la pomme de terre
HPLC-MS Ranger Russet Acide néochlorogénique, (Shakya et Navarre,
Norkotah Russet Acide chlorogénique 2006)
Acide caféique,
Quercétine-3-0-glu-rut,
Rutine,
Kaempferol-3-o-rutinoside,
Acide cryptochlorogéne,
Acide quinique
HPLC-MS Jasim, Acide chlorogénique, (Imet al., 2008)
Atlantic, Acide caféique,
Jawan, Acide ferulique,
Superior, Acide p-coumarique,
Jopung’ Acide trans-cinnamique
HPLC-MS Goldrosh, Acide chlorogénique, (Xu et al., 2009)
Nordonna, Acide caféique,
Dakota Pearl, Acide gallique,
Norkotah, Acide ferulique,
Sangre, Catéchine,
iking, Acide p-coumarique,
noir, Acide o-coumarique
Nordland rouge
HPLC-MS Purple, Acide chlorogénique, (Albishi et al., 2013)
Innovator, Acide caféique,
Russet, Acide p-coumarique,
Jaune Acide ferulique
HPLC-DAD- Bell bleue, Acide chlorogénique, (L6pez-Caobo et al.,
MS Melody Acide caféique, 2014)

Acide quinique,
Acide ferulique,

Acide cryptochlorogéne, Rutine
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L’identification et la quantification des composés phénoliques avant et aprés cuisson ont confirmé
les résultats du dosage spectrophotométrique. Les trois modes de cuisson ont provoqué une
diminution des composés phénoliques. Le mode de cuisson par microonde s’est avéré le plus
efficace quant a la rétention du contenu phénolique. Les eaux de cuisson ont présenté de faibles
quantités en polyphénols. Au cours des traitements culinaires de la pomme de terre, ses
structures intracellulaires subissent une dégradation, ce qui entraine la libération d'acides

phénoligues de leurs complexes non solubles (Tudela et al., 2002).

Les composés qui sont peu retenus sont 1’acide p-coumarique et I’acide rosmarinique. ils ont été
trouves en traces dans le cas de cuisson a I’eau et totalement absents dans le cas de cuisson a la
vapeur. Bien que la rétention varie largement entre les différents composés polyphénoliques,
beaucoup d’entre eux ont été affectés de la méme fagon par les trois modes de cuisson étudiés. Le
contenu de certains acides phénoliques comme 1’acide chlorogenique, 1’acide protocatechuique,
I’acide tannique, I’acide caffeique n’a pas pratiquement changé lors du traitement malgré leur
présence et leur solubilisation dans les eaux de cuisson. Ce constat est probablement di a leur

libération par la rupture des polyphénols complexes en simples composés (Rotwell et al., 2015).

Une légere augmentation de la coumarine a été constatée aprés la cuisson a la vapeur et par
microonde et deux composés phénoliques (acide 4-OH benzoique et quercétine) sont apparus
dans I’eau de cuisson a la vapeur et qui n’ont été pas détectés dans la matrice végétale. Ce
constat peut étre dd a la libération des aglycones suite a la rupture de glycosides ou d'esters plus
complexes pendant ce traitement thermique. En outre, certains composés phénoliques peuvent
également étre liés a des composants non digestibles de la matrice alimentaire, et la rupture de la
structure cellulaire par traitement thermique peut provoquer leur libération et leur solubilisation
(Acosta-Estrada et al., 2014). Ces résultats sont différents de ceux obtenus par Tudela et
al.(2002) qui ont abouti a environ 50% de perte d'acide chlorogénique ; et ceux de Dao et
Friedman (1994) qui ont montré que la cuisson en eau provoque une diminution de la teneur de
cette acide phénolique de 60%. Les plus faibles variations du contenu de I'acide chlorogénique ont

été observées apres la cuisson par micro-onde (45% ) (Friedman et Levin, 2009).

1.7. Activité antioxydante des extraits de la pomme de terre

Pour I’évaluation de I’activité antioxydante, deux approches méthodiques ont été appliquées :
d’une part, la détermination de la réduction relative de DPPH, d’ABTS et du cuivre et d’autre part
la détermination de la quantité d’antioxydant nécessaire pour réduire 50 % de DPPH, ABTS et

Cu+2
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L activité antioxydante des extraits de pomme de terre crue et cuite (a ’eau bouillante, a la
vapeur et par microonde) a été testée puis comparée a celle d’un antioxydant de référence (BHA).

Les résultats obtenus pour les trois méthodes sont présentés dans la figure 34
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Figure 34 . Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de la pomme de terre
(1 : Méthode DPPH, 2 : Méthode ABTS, 3 : Méthode CUPRAC)

Pour la méthode DPPH, I’analyse de la variance a montré 1’existence d’une différence

significative (P<0,05) entre les différentes activités antioxydantes des extraits de pomme terre
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crue et cuite. Nous signalons que pour des concentrations des extraits de 1’ordre de 200pg/ml et
400ug/ml, aucune différence significative n’a été observée d’une part entre les pommes de terre
crues et cuites a la vapeur et d’autre part entre les pommes de terre cuites dans 1’eau et par
microonde respectivement. D’une maniére générale pour la méthode de DPPH, I activité

antioxydante semble augmenter avec I’augmentation de la concentration de 1’extrait.

De méme pour la méthode ABTS, I’analyse de la variance a montré 1’existence d’une différence
significative (P<0,05) entre les activités antioxydantes des extraits de pommes de terre crue et

cuites, quelques soit les concentrations testées.

Pour la méthode CUPRAC, une différence significative (P<0,05) entre les extraits de la pomme
de terre crue et cuite a été enregistrée pour les différentes concentrations des extraits testés.

Les résultats, des trois méthodes d’évaluation de I’activité réductrice, exprimés en pourcentage
d’inhibition (1%) montrent clairement que les extraits de pomme de terre présentent un pouvoir
antioxydant modéré par rapport au témoin et que [Iactivité antioxydante augmente avec

I’augmentation de la concentration de 1’extrait.

Le traitement thermique réduit 1’activité antioxydante a des degrés différents selon le mode de
cuisson appliqué. La classification des modes de cuisson( selon le degré de réduction de I’activité
antioxydante) place la cuisson a la microonde en premiere position puis vient la cuisson a la

vapeur et en derniére position la cuisson a I’eau.

La diminution de D’activité antioxydante est peut étre liée a la réduction des polyphénols
provoquée par les différentes méthodes de cuisson. Selon la littérature, plusieurs auteurs
signalent qu'il y a une relation entre le contenu des composés phénoliques et les propriétés
antioxydantes (Zhao et al., 2006 ; Rumbaoa et al., 2009 ;Lachman et al., 2009 ; Hamouz et al.,
2011). Selon Hayes et al. (2011), I’activité antioxydante dépend généralement du nombre et de
la position des groupements hydroxyles par rapport aux groupements carboxyles fonctionnels.

Parmi les composés phénoliques, les flavonoides sont des composés qui présentent une activité

antioxydante élevée (Montoro et al., 2006).

L’acide caf€ique (acide 3,4-dihydroxycinnamique), l'un des principaux acides
hydroxycinnamiques présent dans I’extrait de pomme de terre, a été identifié comme I'un des
antioxydants actifs. Gulcin (2006) a évalué I’activité antioxydante de cet acide en utilisant
différents tests antioxydants in vitro tels que le test ABTS et le test de DPPH ou il a montré une
puissante activité antioxydante par rapport aux antioxydants de référence (BHA, BHT et I’a-

Tocophérol).
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Pour confirmer ces résultats, nous avons procédé au calcul du paramétre 1C50 qui correspond a la
concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH, ABTS et Cu*2 Plus la valeur
d’IC50 est basse, plus l'activite antioxydante du composé est importante (Hebi et Eddouks, 2016).
Les IC50 des extraits de pomme de terre et du BHA ont été évalués (tableau 18).

Tableau 18 . Valeurs d’IC50 des extraits de la pomme de terre

DPPH ABTS CUPRAC
Crue 586,65+0,76° 380,67+0,23° 300,87+0,26°
Cuite dans ’eau 703,54+0,56° 686,76+0,49 592,78+0,74°
Cuite & la vapeur 620,76+0,89" 610,76+0,67" 410+0,25°
Cuite par microonde 609,8+0,23° 395,65+0,98° 330,65+0,14°
BHA (témoin) 85,13+0,45° 86,56+0,34° 96,5+0,09°

Pour chaque test, le méme exposant signifie ['absence de différence significative

A la lecture du tableau 18, les valeurs des IC50 different selon le test et le mode de cuisson
appliqués. Elles sont inversement proportionnelles aux valeurs de I’activité antioxydante.
L’analyse de la variance montre 1’existence d’une différence significative (P<0,05) entre les
IC50 des extraits de pommes de terre crues et cuites et cela a été constatée pour tous les tests

appliqués pour I’évaluation de I’activité antioxydante.

Les IC50 des pommes de terre cuites sont supérieures aux I’IC50 des pommes de terre crues.
Par conséquent, une diminution des valeurs de [I’activité antioxydante causée par le procédé de
cuisson a été enregistrée. La cuisson a 1’eau bouillante des pommes de terre a montré la plus
haute IC50, donc la plus faible activité antioxydante ; suivie par la cuisson a la vapeur et a la fin
la cuisson par microonde. Toutes les valeurs des IC50 des pommes de terre restent supérieures
aux IC50 du témoin BHA, ce qui signifie que les pommes de terre crues et cuites posseédent des
activités antioxydantes inférieures a celle de ’antioxydant de référence. Des résultats similaires
ont également été obtenus dans des études antérieures notamment celle de Tian et al. (2016) qui
ont observe une réduction modéree de l'activité antioxydante aprés cuisson par ébullition et par
microonde tandis qu’une réduction assez importante de 21,57% par la cuisson a la vapeur. De
méme Perla et al. (2012) ont enregistré des baisses significatives de 42,22%, et 50,47% de
I'activité antiradicalaire due a la cuisson par ébullition et par a microonde respectivement.
Lemos et al. (2015) ont egalement rapporté que la cuisson diminue l'activité antioxydante des
pommes de terre.

Selon Faller et Fialho (2009), la cuisson méne a des réductions de la capacité antioxydante pour
la plupart Iégumes, avec de faibles différences entre la cuisson par ébullition, par microondes et
la cuisson a la vapeur. Les variations des taux des polyphénols ont montré une corrélation

positive avec la capacité antioxydante des extraits de pommes de terre crues et cuites.
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Pour Vérifier la corrélation entre les taux des polyphénols aprés cuisson et I’activité antioxydante
des pommes de terre, le coefficient de corrélation de Pearson (r) a été calculé.
Les coefficients de Pearson de corrélation et les valeurs de psont présentés dans le (tableau 19).

Tableau 19. Corrélations entre le taux des polyphénols et I’activité antioxydante des extraits de
la pomme de terre

DPPH ABTS CUPRAC
r P r p r p
Cuite dans I’eau 0,935 0,020 0,894 0,041 0,937 0,02
Cuite & la vapeur 0,976 0,005 0,976 0,004 0,970 0,006
Cuite par microonde 0,970 0,006 0,967 0,005 0,980 0,003

r : coefficient de Pearson, p : probabilité

A I’issu du tableau 19, les activités antioxydantes des pommes de terres crues et cuites évaluées
par les trois tests (DPPH, ABTS, CUPRAC) se sont révélées fortement et positivement liées a la
teneur en polyphénols totaux. Ce méme constat a été évoqué par Kalita et Jayanty (2014) qui
ont montré une forte corrélation entre les activités antioxydantes déterminées par trois tests
(ORAC, ABTS et DPPH) et la teneur en polyphénols des pommes de terre (r = 0,9499 ; 0,9251
et 0,8081 respectivement). Une forte corrélation a également été obtenue entre les flavonoides et
les activités antioxydantes évaluées par les méme tests (r=0,8037; 0,9138 et 0,7065
respectivement).

A Dinverse, d’autres travaux cités dans la littérature ne concordent pas avec nos observations,
notamment ceux de Lee et al.(2016) qui ont rapporté que le test peut influer I’activité
antioxydante. lIs ont constaté que I’activité anti radicalaire évaluée par I’ABTS des variétés de
pomme de terre de couleur violette est fortement corrélée a la teneur totale en polyphénols (r =
0,897) tandis que celle déterminée par la méthode de DPPH est négativement corrélée a la teneur

en poyphénols totaux (r = -0,933). .

1.8. Activité anticholinestérase des extraits de la pomme de terre

Les activités antiacétylcholinestérase et antibutyrylcholinestérase des extraits de pommes de terre
crue et cuite (& I’eau, a la vapeur et par microonde) ont été testées puis comparées a celle d’un
inhibiteur de référence qui est la galantamine. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure
35
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Figure 35. Evaluation de I’activité anticholinestérase des extraits de la pomme de terre
1 : Activité antiacétylcholinestérase, 2 : Activité antibutyrylcholinestérase

Les extraits de pomme de terre crue ont présenté des activités inhibitrices modérées de I’AChE
et de ’BChE par rapport au témoin (la galantamine). Elles sont respectivement de 40,55+0,89%
et 45,55+0,45% pour une concentration de 1000ug/ml. Il apparait que I’activité anticholinestérase
augmente relativement avec I’augmentation de la concentration d’extrait.

La galantamine a présenté la meilleure activité inhibitrice de I’AChE et I’'BChE par rapport aux
extraits de pommes de terre. La concentration de 200ppm de la galantamine a produit un
pourcentage d’inhibition puissant équivalent & 78,76+0.72% pour ’AChE et 78,67+0,76% pour
la BChE.

De méme, la cuisson a provoqué une diminution significative (P<0,05) de [Iactivité
anticholinestérase des pommes de terre pour différentes concentrations de 1’extrait. La réduction
a été constatée a des degres différents selon la méthode de cuisson. La classification des modes de

cuisson, selon le degré de réduction de I’activité anticholinestérase, place la cuisson par

75



Résultats et discussion 1. La pomme de terre

microonde en premiére position, la cuisson a la vapeur en deuxieme position et en derniere
position la cuisson a I’eau (tableau 20).

Tableau 20. Valeurs d’IC50 pour I’activité anticholinestérase des extraits de
la pomme de terre

Activité antiacétylcholinestérase Activité
antibutyrylcholinestérase
Crue 1105,29+0,24° 1087,84+0,54°
Cuite dans I’eau 2471,27+0,67° 2129,42+0,21°
Cuite a la vapeur 1967,72+0,98" 1611,22+0,18"
Cuite par microonde 1363,6+0,56° 1234,68+0,54°
Galantamine 84,23+0,21° 86,56+0,08°

Pour chaque test, le méme exposant signifie l'absence de différence significative

D’apreés les valeurs obtenues, il existe une différence significative (p<0,05) entre la pomme de
terre crue, cuite et la galantamine. Les extraits de pomme terre crue et cuite présentent des [1C50
élevées pour les activités anti acétylcholinestérase et antibutyrylcholinestérase, ce qui indique
une activité anticholinestérase faible. L’IC50 obtenue pour la galantamine utilisée comme
référence est inférieure a celles de I’extrait, donc la galantamine posséde une meilleure activité
inhibitrice de I’AChE et I’BChE. La galantamine est largement utilisée comme une substance de
référence dans les tests in vitro du fait de son fort pouvoir inhibiteur de I’AChE (Lopez et al.,
2002). Aujourd’hui, elle est autorisée dans plusieurs pays Européens comme un des traitements de
la maladie d’Alzheimer & des stades avancés (Sramek et al., 2000).

Le mode de cuisson des pommes de terre a 1’eau bouillante a montré la plus haute IC50 c'est-a-
dire la plus faible activité anticholinestérase, suivie par la cuisson a la vapeur et la cuisson par
microonde. Bien que dans la pomme de terre, la plupart des inhibiteurs de 1’enzyme AChE
connus de cholinergique soient des alcaloides (Szwajgier et Borowiec, 2012), récemment,
plusieurs études ont été faites pour identifier d’autres molécules naturelles pouvant avoir une
activite importante anti-AChE. Ainsi, selon Houghton et al. (2006) plusieurs composes, autres
que les alcaloides, présentent une grande capacit¢ d’inhiber I’enzyme AChE tels que les
terpenoides, les composés phénoliques, les flavonoides et les isocoumarines. Plusieurs études ont
montré 1’existence d’une forte activité anticholinesterase des composés phénoliques (Heinrich et
Theoh, 2004 ; Ryu et al., 2012 ; Aderogba et al., 2013 ; Xian et al., 2014). Cependant, le
mécanisme exact de l'interaction avec les polyphénols n’est pas encore bien expliqué (Zhang et
al., 2009).

Malgré la richesse de pomme de terre crue et cuite en polyphénols, une faible activité
anticholinestérase a été obtenue. Cela est peut étre due a la nature et la structure chimique ainsi
qu’aux effets synergie, antagonisme ou interactions entre les différents composes phénoliques

existants et ceux néoformés apres cuisson.
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Selon Szwajgier (2013), le nombre et la position des autres groupes hydroxyles dans les
molécules testées jouent un réle mineur dans ce contexte. Les aglycones sont les inhibiteurs les
plus efficaces du cholinestérase que leurs formes glycosylées correspondantes. De méme,
Szwajgier (2015) a mesuré les activités anticholinesterasiques de 9 acides phénoliques et 6
flavonoides, seuls ou en combinaison. La synergie, I’antagonisme et 1’absence d’interaction entre
les composés ont été évalués. La méthode spectrophotométrique d'Ellman modifiée a été utilisé
pour la mesure de I’activité anticholinesterase. Les activités anti-acétylcholinestérases ont été
classées selon cet ordre: l'acide homogentisique > acide 4-hydroxyphénylpyruvique > acide
nordihydroguaiaretic > acide rosmarinique > acide caféique > acide gallique > acide
homovanillique > acide sinapique. Les interactions entre les acides phénoliques en paires avec
des flavonoides (cyanidine, delphinidine, kaempférol, myricetin, phloridzine, pélargonidine ou
quercétine) ont présenté, dans la plupart des cas, une activité d'inhibition plus faible que celle

calculée séparément pour les deux composés (p> 0,05) (Tableau 21).

Tableau 21. Corrélations entre les polyphénols totaux et I’activité anticholinestérase des extraits
de la pomme de terre

Activité anti Activité
acetylcholinesterase anti butyrylcholinesterase
r P r p
Cuite a I’eau 0,995 0,000 0,999 <0,0001
Cuite a la vapeur 0,996 0,000 0,995 0,000
Cuite par microonde 0,998 <0,0001 0,994 0,000

r : coefficient de Pearson, P : probabilité

Des valeurs de r proches de 1 et des valeurs de P extrémement inferieurs & 0,05 ont été obtenues
ce qui indique que les activités antiacétylcholinestérase et antibuturylcholinestérase des pommes
de terres crues sont fortement et positivement liées a la teneur en polyphénols totaux. Plusieurs
travaux ont montré une corrélation entre les composés phénoliques et 1’activité anticholinestérase
(Zhang et al., 2009 ; Wang et al., 2011 ; Liu et al., 2012 ; Liu et al., 2014).
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2.1. L’oignon cru

2.1.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions d’extraction des polyphénols totaux
de I’oignon cru

Le taux en polyphénols totaux a été déterminé a partir de la courbe d’étalonnage (Annexe 1). Au
total, quatre variables (A : concentration du solvant; B: temps de macération; C: temps
d’ultrasonication et D: broyage) ont été analysées en fonction de leurs effets sur la teneur en
polyphénols totaux en utilisant le plan de criblage Plackett-Burman. La matrice de dépistage des

variables et les réponses correspondantes sont présentees dans le tableau 22.

Tableau 22. Matrice d’essais du plan Plackett —Burmann pour 1’évaluation du taux
en polyphénols totaux de I’oignon cru

N° Taux des polyphénols
d’essai A B c D (ug EAG/ gpd’gftrait sec)
1 1 1 -1 1 2,640x10°
2 1 -1 1 1 1,117 x10°
3 -1 1 1 1 1,684 x10”
4 -1 -1 -1 1 1,728 x10°
5 -1 1 -1 -1 2,627 x10°
6 1 -1 -1 -1 2,016 x10°
7 -1 -1 -1 -1 1,225 x10°
8 1 1 1 -1 1,741 x10°
9 1 1 -1 1 1,548 x10”
10 -1 1 1 -1 1,584 x10”
11 -1 -1 1 1 2,520 x10°
12 1 -1 1 -1 1,237 x10°

A : concentration du solvant ; B : temps de maceération ; C: temps d ultrasonication ; D: broyage

L’équation polynomiale générée pour chaque réponse, décrivant la corrélation entre le taux des

polyphénols et les quatre facteurs étudiés, est représentée comme suit :
Taux en PT = 18061 + 3728 A-730B + 3285 C - 767 D

La probabilité obtenue pour ce modéle est inférieure a 0,05 ainsi que les valeurs des
deux coefficients (coefficient de détermination et coefficient de détermination ajusté) sont
proches de 100% ce qui indique que le modele est significatif. La concentration du solvant et le
temps de macération sont significatifs (p <0,05). Toutes les variables insignifiantes ont été

négligées (Annexe 3).

En tenant compte des signes des coefficients, on remarque que la concentration du solvant a
présenté un effet positif tandis que le temps de macération a montré un effet négatif sur la

réponse “taux des polyphénols totaux” (Annexe 3).
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Ces résultats sont confirmés par le diagramme de Pareto, les facteurs qui dépassent la droite

verticale ayant pour abscisse 2,36 sont considérés comme significatifs (figure 36).

Tarnnm

A : concentration du solvant ;
| B : temps de macération ;
| C: temps d’ultrasonication
D : broyage
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Figure 36. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (P=0,05)
des conditions d’extraction des polyphénols de 1’oignon cru
2.1.2. Modélisation et optimisation des conditions d’extraction des polyphénols totaux de
I’oignon cru
La matrice des essais du plan composite centré et les réponses obtenues sont mentionnées dans le
tableau 23.

Tableau 23. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en polyphénols
totaux de I’oignon cru

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur Taux des polyphénols
d’essai concentration du solvant Temps de macération (ug EAG/g D’extrait sec)
1 0 0 1,943 x10°
2 -1 1 1,616 x10°
3 -1 -1 1,626 x10°
4 0 0 1,924 x10*
5 1 -1 2,380x10"
6 1 1 2,281x10"
7 0 0 1,846 x10°
8 -1,414 0 1,562x10"
9 0 0 1,805x10"
10 1,414 0 1,646x10"
11 0 -1,414 1,674x10"
12 0 0 1,813x10"
13 0 1,414 1,646 x10”

L'analyse de variance partitionne la variabilité de taux des polyphénols pour chacun des
effets. La valeur-p est inférieure & 0,05 ce qui signifie que le modéle est significatif. Le R?
ajusté indique le modele explique plus de 99,12% de la variabilité de la réponse (Annexe 3).

L’équation polynomiale quadratique pour la réponse taux des polyphénols est:

Tauxen PT=75-11112A-31,94 B + 5,627 A*A + 0,005728 B*B + 0,2236 A*B
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L'analyse de variance montre que les effets A, B, AA, BB et I’interaction a deux facteurs AB
sont significatifs (p<0,05).

Le diagramme de Pareto standardisé (figure 37) démontre que I’effet du temps de macération et
son terme quadratique ont l'effet le plus important suivi par I’interaction des deux facteurs, le

terme quadratique de la concentration du solvant et I’effet de la concentration du solvant.

Terme 2.36

A : Concentration solvant;

B : temps de macération,

AA : carré de concentration du
solvant,

BB : carré du temps de macération
AB : interaction entre
concentration du solvant et le
temns de macération

o] 5 10 15 20 25 30
Effet normalisé

Figure37. Diagramme de Pareto des effets (lin€aires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions d’extraction des polyphénols totaux de 1’0ignon cru

La surface de réponse et la courbe d’iso-réponse qui illustrent I’évolution de la réponse en
fonction des niveaux des deux facteurs (concentration de solvant et temps de maceération) sont

illustrées dans la figure 38.
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Figure 38. Surface de réponse du taux des polyphénols totaux de 1’oignon cru en fonction de la
concentration du solvant et du temps de macération

Selon la figure 38, les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se situent dans la zone
rouge limitée par les points : concentration du solvant (60-63,76 %) et temps de macération (60-
100 min). La courbe de désirabilité permet de réaliser des simulations des conditions opératoires a
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fin de maximiser le taux des polyphénols. Le maximum de précision est obtenu pour une

désirabilite égale a 1 (Figure 39).

Optimal o A B

. ax 100,0 1440,0
D 1000 Act [60,0] [60,0]
Prévoir  Min 60,0 60,0

c10
Maximum
y = 2,907E+04
d = 1,0000

Figure 39. Optimisation de la concentration du solvant et du temps de macération
pour I’extraction des polyphénols de I’oignon cru en fonction de la désirabilité 1

La prédiction des conditions optimales sont: concentration du solvant (60%) et temps de

macération (60min).

2.1.3. Confirmation du modele optimisé par rapport a la concentration du solvant et au

temps de macération des polyphénols de I’oignon cru

Les résultats de I’optimisation sont confirmés par la détermination du taux des polyphénols

totaux avec les facteurs sélectionnés au point optimum (Tableau 24).

Tableau 24. Taux de polyphénols prédit et mesuré de 1’oignon cru

Points Taux de polyphénols prédit (ug Taux de polyphénols mesuré
EAG/g d’extrait sec) (Mg EAG/g d’extrait sec)
(60%, 60min) 2 ,907x10* 2 ,9069x10*

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modéle mathématique sans différence

significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modéle.

2.2. L’oignon cuit ala vapeur

2.2.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions de cuisson & la vapeur et d’extraction des
polyphénols totaux de I’oignon

Les résultats de la matrice d’essais du plan Plackett- Burmann pour le taux des polyphénols des
oignons cuits & la vapeur en fonction des sept facteurs( A : temps de cuisson ; B : température de
cuisson ; C: volume d’eau de cuisson ; D : concentration du solvant ; E : temps de macération ; F:

temps d’ultrasonication et G : broyage) sont présentés dans le tableau 25.
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Tableau 25. Matrice d’essais du plan Plackett —-Burmann pour I’évaluation du taux en
polyphénols totaux de I’oignon cuit a la vapeur

N° Taux des polyphénols totaux
d’essai A B c D E F G (ug EAg/gy(?’extrait sec)
1 -1 1 1 1 -1 1 1 1,498 x10”
2 -1 -1 1 1 1 -1 1 2,847 x10°
3 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1,899 x10”
4 -1 1 1 -1 1 -1 -1 2,029 x10°
5 1 -1 -1 -1 1 1 1 0,876 x10”
6 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1,058 x10°
7 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1,051 x10”
8 -1 -1 -1 1 1 1 -1 2,549 x10°
9 1 -1 1 1 -1 1 -1 1,235 x10”
10 -1 1 -1 -1 -1 1 1 2,764 x10°
11 1 1 1 -1 1 1 -1 1,268 x10°
12 1 1 -1 1 1 -1 1 1,783 x10°

A : temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration du solvant ; E : Temps de macération ; F : temps d ultrasonication ; G : broyage

Les deux facteurs qui ont montré des effets significatifs sur la réponse sont le temps de cuisson et
le temps d’ultrasonication. Le R? indique que le modéle explique plus de 93,85% de la variabilité
de la reponse ce qui est fort acceptable. La valeur de P du modele mathématique est inférieure a

0,05 ce qui indique la signification du modele (Annexe 3).

Le modele polynomial qui prédit la réponse taux des polyphénols est exprimé en termes des

codes facteurs comme suit;
Taux en PT=17386-5736 A-878B-26C-626 D+ 461 E-2581 F + 442G

Les deux facteurs : temps de cuisson et temps d’ultrasonication ont des effets négatifs sur la
réponse taux des polyphénols. Les effets associés a la température de cuisson, la concentration du
solvant, le temps de macération et le broyage ne sont pas significatifs dans ce modéle. Le
diagramme de Pareto (figure 40) montre que le taux des polyphénols dépend principalement du

temps de cuisson suivi par le temps d’ultrasonication.

Terme 2,776
T

A : temps de cuisson ;
B : température de cuisson ;
! C : volume d’eau de cuisson ;
s : D : concentration de solvant ;
: E
F
G

: temps de macération ;
: temps d 'ultrasonication ;
: broyage

I
o 1 2 3 4 5 6 7
Effet normalisé

Figure 40. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05) des conditions
d’extraction des polyphénols et de la cuisson & la vapeur de 1’oignon
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2.2.2. Modélisation et optimisation des conditions de cuisson a la vapeur et d’extraction des

polyphénols totaux de I’oignon

Les deux facteurs temps de cuisson et temps d’ultrasonication ont été sélectionnés par le plan de

criblage pour effectuer I’optimisation (tableau 26).

Tableau 26. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en polyphénols
totaux de I’oignon cuit a la vapeur

N° Niveaux du facteur temps Niveaux du facteur Taux des polyphénols totaux
d’essai de cuisson (A) temps d’ultrasonication (B) (ug EAG/g d’extrait sec)
1 0 0 1,347x10"
2 -1 1 2,310x10"
3 -1 -1 1,628x10"
4 0 0 1,201x10"
5 1 -1 1,521x10"
6 1 1 1,638 x10°
7 0 0 1,362 x10°
8 -1,414 0 1,618 x10°
9 0 0 1,356 x10°
10 1,414 0 2,019 x10*
11 0 -1,414 1,727x10"
12 0 0 1,363x10"
13 0 1,414 2,115x10"

L’analyse de la variance des effets des termes linéaires, quadratiques et des interactions (A, B,
AA, BB, AB) a montré qu’ils sont significatifs (p<0,05). Le R? indique que le modéle explique
plus de 99,97% de la variabilité de la réponse. Le modéle polynomial qui prédit la réponse taux

des polyphénols est exprimé en termes des codes facteurs comme suit:
Taux en PT = 16323,8 + 3106,3 A - 662,2 B - 1713,5 A*A + 2889,9 B*B + 230,1 A*B

Le diagramme de Pareto (figure 41) démontre que le taux des polyphénols dépend principalement
de P’effet du temps de cuisson (A) suivi du terme quadratique du temps d’ultrasonication (BB),
du terme quadratique du temps de cuisson (AA) ,du temps d’ultrasonication (B) et de

I’interaction des deux facteurs (AB).

Terme 5 4
v

. ‘

BB ‘

A : temps de cuisson ;
B : temps d’ultrasonication,

s AA :carré du temps de cuisson,
BB : carré de temps
AB d’ultrasonication,

AB : interaction entre le temps de
o 20 40 80 80 100 120 . s . .
Effet normalisé cuisson et le temps d ultrasonication

AA

Figure 41. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions d’extraction des polyphénols et de cuisson a la vapeur de 1’oignon
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La surface de réponse et les courbes d’iso- réponse sont présentées dans la figure 42
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Figure 42. Surface de réponse du taux des polyphénols en fonction du temps de cuisson a
la vapeur et du temps d’ultrasonication de 1’0ignon

A la lecture de la figure 42, les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se localisent

dans la zone rouge limitée par les points: temps de cuisson (23,53- 25min) et temps

d’ultrasonication (30- 33,67min). Ces valeurs ont eté calculées a une désirabilité de 1 (figure 43).

Optimal
D: 1000 MMax

; Act
Prévoir Min

7
Maximum
y = 2,892E+04
d = 1,0000

60,0
[30,0]
30,0

Figure 43. Optimisation des temps de I’ultrasonication et de la cuisson
a la vapeur de I’oignon en fonction de la désirabilité 1

Les conditions optimales obtenues sont comme suit: temps de cuisson (25 min.) et temps

d’ultrasonication (30min). La teneur prédite des taux polyphénols est de 2,892x 10* ug EAG/g

d’extrait sec.
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2.2.3. Confirmation du modéle optimisé par rapport aux temps de ’ultrasonication et de la

cuisson a la vapeur de I’oignon

La valeur optimale a été vérifiée expérimentalement. Les résultats obtenus sont indiqués dans le

tableau 27.
Tableau 27. Taux de polyphénols prédit et mesuré de 1’oignon cuit a la vapeur
Points Taux de polyphénols prédit Taux de polyphénols mesuré
(ug EAG/g d’extrait sec) (ug EAG/g d’extrait sec)
(25min, 30min) 2,892x 10° 2,8919x 10°

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans avoir de

différence significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modéle.

2.3. L’oignon cuit a ’eau

2.3.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions de cuisson a I’eau et d’extraction des
polyphénols totaux de 1’oignon

Le criblage des 7 facteurs (A : temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’eau
de cuisson ; D : concentration du solvant ; E : temps de macération ; F : temps d’ultrasonication ;
G : broyage) a éte effectué par le plan de Plackett et Burmann. Un nombre total de 12 essais a

été nécessaire pour compléter ce plan d’expérience (tableau 28).

Tableau 28 . Matrice d’essais du plan Plackett — Burmann pour la détermination du taux en
polyphénols totaux de I’oignon cuit & I’eau

N° Taux des polyphénols totaux
d’essai A B c D E F G (ng EAg/gyg’extrait sec)
1 -1 1 1 1 -1 1 1 0,456x10"
2 -1 11 1 1 -1 1 0,343x10"
3 1 1| -1 1 -1 -1 -1 0,472x10°
4 -1 1 1 -1 1 -1 -1 0,207x10*
5 1 K -1 1 1 1 0,470x10*
6 1 11 -1 -1 -1 1 0,104x10°
7 -1 R -1 -1 -1 -1 0,475x10°
8 -1 K 1 1 1 -1 0,218x10°
9 1 11 1 -1 1 -1 0,757x10°
10 -1 1 | -1 -1 -1 1 1 0,353x10*
11 1 1 1 -1 1 1 -1 0,437x10°
12 1 1 | -1 1 1 -1 1 0,267x10°

A : temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration du solvant ; E : temps de macération ; F : temps d ultrasonication ; G : broyage

Le modéle prédit est significatif (P <0,05). Deux facteurs (temps de cuisson et temps
d’ultrasonication) ont présenté des effets significatifs (p< 0,05). Le R? ajusté indique que le

modele explique plus de 96 ,91% de la variabilité de la réponse (Annexe 3).
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Le modéle polynomial, qui prédit la réponse taux des polyphénols, est exprime en termes des

codes facteurs comme suit :
Taux en PT = 3804+ 1311A-339B +387C-313D-394E -489F+371G

Le temps de cuisson a un effet positif tandis que le temps d’ultrasonication a un effet négatif sur
la réponse " taux des polyphénols totaux” (Annexe 3). Le diagramme de Pareto (figure 44)
résume 1’ensemble des résultats obtenus. La réponse dépend principalement du temps de cuisson
suivi par le temps d’ultrasonication. Les effets associés a la température de cuisson, la
concentration du solvant, le temps de macération et le broyage ne sont pas significatifs dans ce

modele.

Terme 2776
i

| A : temps de cuisson ;

: B : température de cuisson ;
C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration de solvant ;
. E : temps de macération ;

5 1 = 3 a z = = = % F : temps d ultrasonication ;
Effet normalisé G: broyage'

Qg @ 06 N m 7 P

Figure 44. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05) pour les conditions
d’extraction des polyphénols et de la cuisson a I’eau de 1’0ignon
2.3.2. Modélisation et optimisation des conditions de cuisson a I’eau et d’extractions des

polyphénols de I’oignon

Les deux facteurs (temps de cuisson et temps d’ultrasonication) sont optimisés par le plan de
composite centré. Les résultats des 13 essais sont récapitulés dans le tableau 29.

Tableau 29. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en polyphénols
totaux de I’oignon cuit a I’eau

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur Taux des polyphénols totaux
d’essai temps de cuisson (A) temps d’ultrasonication (B) (ug EAG/g d’extrait sec)
1 0 0 0,956x10"
2 -1 1 0,770x10°
3 -1 -1 1,175x10"
4 0 0 0,958 x10"
5 1 -1 0,449 x10°
6 1 1 0,739x10*
7 0 0 0,947x10"
8 -1,414 0 0,529 x10”
9 0 0 0,932 x10*
10 1,414 0 0,679 x10*
11 0 -1,414 1,147 x10°
12 0 0 0,956 x10"
13 0 1,414 0,770 x10”
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La probabilité obtenue pour ce modele est <0,0001 ce qui indique que le modele mathématique
correspond bien a la réponse. Les coefficients de détermination obtenus sont élevés (98,52% et
97,47%) ce qui indique une réponse satisfaisante par rapport a l’ajustement des données du
modele de régression quadratique. Les résultats obtenus montrent que les 5 effets (A, B, AA,
BB, AB) ayant une valeur-p plus petite que 0,05 indiquant ainsi que I'effet est significatif pour un
intervalle de confiance de 95% (Annexe 3). Le modéle polynomial qui prédit la réponse taux des

polyphénols est exprimé en termes des codes facteurs comme suit:
Taux en PT = 152568 - 14590 A - 936,4 B + 378,1 A*A + 5,419 B*B + 26,45 A*B

Le diagramme de Pareto montre que le taux des polyphénols dépend principalement des termes
quadratiques du temps de cuisson et du temps d’ultrasonication Suivi par I’interaction des deux

facteurs, 1’effet du temps de cuisson et I’effet du temps d’ultrasonication (figure 45).

Terme 2,36
T
AA
BB
o A : temps de cuisson ,
B : temps d ultrasonication,
A AA : carré du temps de cuisson,
BB : carré du temps
B d’ultrasonication,
o AB : interaction entre le temps de
0 5 10 15 20 cuisson et le temps
Effet normalisé d’ultrasonication

Figure 45. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions d’extraction des polyphénols et de cuisson a I’eau de I’0ignon

La surface de réponse matérialise I’équation de régression a partir d’un graphique dans un espace
a trois dimensions. Le plan horizontal de la figure 46 matérialise le domaine de variation de 2
facteurs (temps de cuisson et temps d’ultrasonication), 1’axe vertical représente la variation de la
réponse a partir du modéle. Les courbes iso-réponses, constituent une projection de la surface de

réponse dans le plan horizontal.

A la lecture de la figure 46, les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se trouvent
dans la zone rouge limitée par les points: temps de cuisson (15- 15,73min) et temps

d’ultrasonication (30-35min).
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Figure 46. Surface de réponse du taux de polyphénols en fonction du temps d’ultrasonication et
du temps de cuisson a I’eau de 1’0ignon

Les valeurs des variables optimales ont été identifiées et calculées a une désirabilité de 1(figure

47).
Optimal v A
. ax 200
D 1L000 act [150]
Prévoir  Min 150

60,0
[30,0]
30,0

C10
Maximum
y = 7485,3823
d = 1,0000

Figure 47 .Optimisation des temps d’ultrasonication et de cuisson a 1’eau de 1’oignon

en fonction de la désirabilité 1

Les conditions optimales obtenues sont: temps de cuisson (15 min.) et temps d’ultrasonication

(30min). La teneur prédite des taux polyphénols est de 7485,3823ug EAG/g d’extrait sec.

2.3.3. Confirmation du modéle optimisé par rapport aux temps d’ultrasonication et de

cuisson a I’eau de 1’oignon

La valeur optimale obtenue a été vérifiée expérimentalement. Le résultat obtenu est exposé dans

le tableau 30.
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Tableau 30. Taux des polyphénols prédit et mesuré de 1’oignon cuit a I’eau

Points Taux de polyphénols prédit Taux de polyphénols mesuré
(ug EAG/g d’extrait sec) (ug EAG/g d’extrait sec)
(15min, 30min) 7485,3823 7484,96

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans aucune différence

significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modele.
2.4. L’oignon cuit par microonde

2.4.1.Plan de criblage pour la sélection des conditions de cuisson par microonde et
d’extraction des polyphénols totaux de I’oignon

Les résultats des 12 essais des sept facteurs (A : temps de cuisson ; B : puissance ; C : volume
d’eau de cuisson; D: concentration de solvant; E: temps de macération; C: temps
d’ultrasonication ; G : broyage) de la matrice du plan Plackett-Burmann sont exposés dans le
tableau 31.

Tableau 31 . Matrice d’essais du plan Plackett- Burmann pour I’évaluation du taux en
polyphénols totaux de I’oignon cuit par microonde

N° Taux | 2
d’essai A B c D E F G (ugaEAge/s gp((l)’ zgt';aelintoslefc)
1 -1 1 1 1 -1 1 1 1,117x10"
2 -1 -1 1 1 1 -1 1 1,012x10°
3 1 1 -1 1 -1 -1 -1 0,815x10"
4 -1 1 1 -1 1 -1 -1 1,175x10°
5 1 -1 -1 -1 1 1 1 0,601x10*
6 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1,111x10"
7 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,702x10*
8 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1,134x10"
9 1 -1 1 1 -1 1 -1 0,687x10"
10 -1 1 -1 -1 -1 1 0,625x10"
11 1 1 1 -1 1 -1 0,849x10*
12 1 1 -1 1 1 -1 1 1,098x10"

A : temps de cuisson ; B : Puissance ; C : volume d’eau de cuisson ; D : concentration de solvant ;
E : Temps de macération ; C : temps d ultrasonication ; G : broyage

Le coefficient de détermination (R?) du modeéle indique que 90,71% de la variabilité de la réponse
(taux des polyphénols) peut étre expliquée par le modéle. Ce modele est significatif, (p= 0,018).
Les deux facteurs (temps de cuisson et temps de macération) ont des effets significatifs sur la
réponse ” Taux des polyphénols” (Annexe 3). Le facteur temps de cuisson a présenté un effet
positif tandis que le temps de macération a un effet négatif sur la réponse (Annexe 3). L'équation
de régression, représentant le taux des polyphénols totaux dans I'espace expérimental étudie, est la

suivante :
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Tauxen PT=9109+1312A-9B-106C-735D-1101E+717F + 132G

Le diagramme de Pareto (figure 48) montre que le taux des polyphénols dépend principalement

du temps de cuisson suivi par le temps de macération.

Terme 2,776
T

: temps de cuisson ;

: Puissance de la microonde;
> volume d’eau de cuisson ;

: concentration de solvant ;
: Temps de macération ;

: temps d 'ultrasonication ;

G : broyage

0 1 2 3 4
Effet normalisé

MTmooOw>

Figure 48. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05) des conditions
d’extraction des polyphénols totaux et de la cuisson par microonde de 1’0ignon

2.4.2.Modélisation et optimisation des conditions de cuisson par microonde et d’extraction

des polyphénols totaux de I’oignon

Les résultats des 13 essais sont récapitulés dans le tableau 32.

Tableau 32. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en polyphénols
totaux de I’oignon cuit par microonde

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur température de Taux des polyphénols
d’essai temps de cuisson (A) macération (B) (Ug EAG /g d’extrait sec)
1 0 0 1,106x10"
2 -1 1 0,903x10"
3 -1 -1 0,837x10"
4 0 0 1,011x10"
5 1 -1 0,921x10"
6 1 1 1,180x10"
7 0 0 0,876x10"
8 -1,414 0 0,905x10"
9 0 0 1,016 x10°
10 1,414 0 0,905x10"
11 0 -1,414 0,752x10"
12 0 0 1,158x10"
13 0 1,414 0,911x10"

Le coefficient de détermination (R?) du modéle est 97,58%. I

indique que 97,58% de la

variabilité de la réponse (taux des polyphénols ) peut étre expliquée par le modéle prédit. Les
effets linéaires du temps de cuisson et du temps de macération (A, B) et I’effet quadratique du
temps de macération (BB) et I’interaction des deux facteurs (AB) sont hautement significatifs.

Ces effets ont un impact important sur la réponse du modele, tandis que I’effet quadratique du
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facteur temps de cuisson (AA) ne présente aucune différence significative (Annexe 3). Le modele
polynomial qui prédit la réponse « taux des polyphénols » est exprimé en termes des codes

facteurs comme suit;
Taux en PT =8820 + 138 A+ 5,31 B + 17,9 A*A + 0,002283 B*B - 1,088 A*B

Le diagramme de Pareto montre que le taux des polyphénols dépend principalement du temps de
maceération suivi par I’interaction des deux facteurs, le terme quadratique du temps de macération

et le temps de cuisson (figure 49).

Terme 2,36

A : temps de cuisson ;

B : temps de macération,

AA : carré du temps de cuisson,

BB : carré du temps de macération,

0 2 4 6 8 10 12 14 AB : interaction entre le temps de
Effet normalisé cuisson et le temps de macération

Figure 49. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés (p=
0,05) des conditions d’extraction des polyphénols et de la cuisson par microonde de 1’oignon

La surface de réponse et les courbes d’iso-réponse sont présentées dans la figure 50.
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Figure 50. Surface de réponse du taux de polyphénols en fonction des temps de macération et de
cuisson par microonde de 1’0ignon
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Les résultats illustrés dans la figure 50 montrent que les valeurs optimales des taux des
polyphénols totaux se localisent dans la zone rouge limitée par les points : temps de cuisson :
(11,41-12min) et temps de macération (60-101min).

Les valeurs optimales des facteurs ont été calculées a une désirabilité de 1 (figure 51).

Optimal M A B

: ax 12,0 1440,0
D: 1000 “pct [12,0] 60,0]
Prévoir Min 8,0 60,0

AJUSTEES
Maximum
y = 1,260E+04
d = 1,0000

Figure 51. Optimisation des temps de macération et de cuisson par microonde de
1’oignon en fonction de la désirabilité1

Les conditions optimales obtenues sont comme suit: temps de cuisson (12 min.) et temps de

macération (60min.). La teneur prédite des taux polyphénols est de 1,260x 10*ug EAG/g d’extrait.

2.4.3. Confirmation du modele optimisé par rapport aux temps de macération et de cuisson

par microonde de I’oignon
La valeur optimale obtenue a été vérifiée expérimentalement (tableau 33).

Tableau 33. Taux de polyphénols prédit et mesuré (oignon cuit par microonde)

Points Taux de polyphénols prédit Taux de polyphénols mesuré
(ng EAG/g d’extrait sec) (ng EAG/g d’extrait sec)
(12min, 60min) 1,260x 10° 1,2602x 10°

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans aucune différence

significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modele.

2.5. Effet de la cuisson sur les taux en polyphénols totaux et en flavonoides totaux de
I’0ignon

L’effet des trois modes de cuisson sur les taux en polyphénols totaux et en flavonoides est
illustré dans la figure 52. L’oignon semble étre riche en composés phénoliques et en
flavonoides. L’échantillon cru contient un taux de polyphénols de 2,9069x 10*ug EAG /g

d’extrait sec. Ces resultats sont supérieurs a ceux obtenus par Manohar et al.(2017) qui ont
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trouvé que les teneurs en polyphénols totaux des variétés d’Ontario varient entre 1,27et 1,95mg

EAG /g d’extrait sec.

Dans autres études, Rodriguez Galdon et al. (2008) ont signalé que les teneurs en polyphéenols
totaux de six variétés d'oignon varient entre 25,2 et 75,9 mg EAG / 100 g du poids frais . Lu et
al. (2011) ont observé que la teneur totale en polyphénol des variétés d’oignon fluctuent entre
142 et 428 mgEAG / 100 g du poids frais. Une étude rapportée par Seddiqg et al. (2013) a montré
que la teneur en polyphénols totaux de 1’oignon cru est de 44,92 mg EAG/ 100g du poids frais.
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Figure 52. Effet de la cuisson sur les taux en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits de
I’oignon (1 : Polyphénols totaux, 2 : Flavonoides)

Concernant le taux de flavonoides de 1’oignon cru, il est de 19234 pg EQ/g d’extrait sec (Soit 19,
234mg EQ/ g d’extrait sec) (figure 52). Cette teneur est relativement proche de celle obtenue par
Lee et al. (2014) qui ont signalé que la teneur en flavonoides totaux varie entre 19,5 + 10,43 et
27,1 £ 2,05 (mg EQ/ g d'extrait sec).Par contre, des taux inférieurs ont été trouves par Manohar et
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al.(2017) qui ont rapporté que les teneurs en flavonoides varient entre 0,12 et 0,33 mg EQ/g

d’extrait sec .

Cependant, une étude rapportée par Rhodes et Price (1997) indique que les teneurs en flavonoides
sont de 91,8; 71,1 et 80,3 mg EQ / 100 g du poids frais pour les oignons rouges, roses et
marrons respectivement. Rodriguez Galdén et al. (2008) ont signalé que la teneur en flavonoides
des variétés d'oignons espagnoles varient entre 7 et 9 mg EQ/ 100 g du poids frais. Majid et al.
(2016) ont etudié cing variétés d'oignons indiens, ils ont observé que la teneur en flavonoides
varient de 10,0 a 13,2 mg EQ / 100 g du poids frais.

La différence du contenu phénolique et des flavonoides totaux peut étre due aux différences
génétiques et aux conditions de croissance (climat, maturité, saison de récolte, etc.). C'est
communément connu que les facteurs génétiques et environnementaux jouent un role essentiel

dans la variation de la composition phénolique (Manohar et al., 2017) .

L’étude de I’effet de la cuisson sur la teneur en polyphénols totaux et des flavonoides montre que
les deux modes de cuisson (dans 1’eau et par microonde) provoquent une diminution de ces
composés. La perte des polyphénols pendant la cuisson et leur présence dans I'eau chaude est
causée principalement par le lessivage ou la diffusion (Mukherjee et al., 2007). Les eaux de
cuisson contiennent de faibles quantités en polyphénols. L’eau issue de la cuisson par ébullition
contient un taux plus élevée en polyphénols que 1’eau issue de la cuisson & la vapeur. La
diminution de la teneur des polyphénols totaux par les deux procédés de cuisson (par ébullition et
par microonde) est peut étre due a la destruction thermique des composés phénoliques par la
chaleur (Siddig et al., 2013 ; Sharma et al., 2014).

En effet, la cuisson peut entrainer des changements structurels dans les tissus végétaux tels que la
rupture des membranes cellulaires, le relachement des réseaux de 1’hemi-cellulose, de la cellulose
et de la pectine, et I’augmentation de la porosité de la paroi cellulaire. Ceux-ci peuvent améliorer
I'extraction et la solubilisation des composés bioactifs (Xiao et al., 2016). Habituellement les
polyphénols sont stockés dans les légumes dans des réseaux de pectine ou de cellulose et peuvent
étre libérés pendant le traitement thermique. Ils peuvent augmenter parfois parce que la chaleur
peut détruire les structures supramoléculaires, libérant les parties glucosidiques du sucre

phénolique, qui réagissent mieux avec le réactif Folin-Ciocalteau (Bunea et al., 2008).

La diminution de la teneur en polyphénols lors de la cuisson par microonde peut étre engendrée
par la rupture des liaisons hydrogénes faibles par la rotation dipolaire des molécules (Kratchanova
et al., 2004 ; Yeoh et al., 2008) . Ce traitement accélére la rupture des cellules en provoquant une

augmentation rapide de la température et de la pression interne dans les parois des cellules

94



Résultats et discussion 2. L’oignon

végeétales ce qui peut entrainer une destruction thermique des polyphénols (Inoue et al., 2010;
Jawad et Langrish, 2012).

L’analyse de la variance a montré 1’inexistence d’une différence significative (p> 0,05) entre la
teneur en polyphénols des oignons crus et cuits a la vapeur. La cuisson a la vapeur n’a pas
affecté le contenu en composés phénoliques malgré leur présence dans I’eau de cuisson. Ce
résultat peut s’expliquer par une dégradation, avec en parall¢le 1’augmentation des composes
phénoliques produits lors de la réaction, ou bien par leur libération dans le milieu. Gliszczynska-
Swiglo et al.(2008) ont constaté que la vapeur augmente la teneur totale en polyphénols de 52%
par rapport aux échantillons crus. La dégradation des polyphénols d’oignon n'est pas seulement
due a leur sensibilité et aux grandeurs du chauffage, mais cela pourrait dépendre également
d'autres parametres tels que le pH, la présence de I'oxygéne et des ions dans le milieu tels que es
ions ferreux (Bernaert et al., 2013). Les résultats de Roy et al. (2007) ont montré que I'oignon a
perdu environ 7% de son contenu total des polyphénols, respectivement, lorsque les extraits bruts
ont été soumis a un traitement thermique (100 ° C, 60 min). De méme, Turkmen et al.(2005) ont
remarqué une diminution de 36% de la teneur en polyphénols apres cuisson de I’oignon & 1I’eau
bouillante pendant 5 min, alors que la cuisson a la vapeur (7,5 min) provoque la perte de 15% de

sa teneur initiale en polyphénols.
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2.6. Analyse chromatographique liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem
(LC-MS/MS) des extraits de 1’oignon

Les résultats de I'analyse LC-MS/MS sont présentés dans la figure 53 et le tableau 34.
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Figure 53. Analyse LC-MS/MS des extraits de I’oignon

A :oignon cru, B : Cuit & I’eau, C : cuit par vapeur, D : cuit par microonde, E : eau de
cuisson (ébullition),F : eau de cuisson(vapeur) :

1 : acide quinique, 2: acide malique, 3: acide ferrulique, 4: acide gallique, 5: acide chlorogénique, 6: acide
protocatechuique, 7: acide tannique, 8: acide caféique, 9: vanilline, 10: p-acide coumarique, 11: Acide
rosmarinique 12: Hesperidine, 13: Rutine, 14: Hyperoside, 15: 4-OH Acide benzoique, 16: Acide salicylique, 17:
Myricétine, 18: Coumarine 19 Kaempferol :, 20: Quercétine, 21: Hesperetine, 22: Naringénine , 23: Luteoline,
24: Fisetine, 25: Apigenine, 26: Rhamnetine, 27: Chrysine
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Tableau 34. Identification et quantification des composés phénoliques et leurs dérives des extraits de I’oignon par LC-MS/MS

N° | Composé lon parent MS2 (énergie de collision) Quantification (ug analyte / g d'extrait)

(m/z) CR CE cv CM ECE ECV
1 | Acide quinique 190,95 85 (22), 93 (22) 632,89 86,78 87,08 397,06 20,78 ND
2 Acide mallique 133,05 115 (14), 71 (17) 1911,2 96,09 95,98 539,76 32,08 ND
3 Acide Férrulque 172,85 85 (12). 129 (9) 505,23 97,06 96,45 ND 19,87 ND
4 | Acide gallique 169,05 125 (14), 79 (25) 102,55 81,98 82,78 ND 25,25 ND
5 Acide chlorogénique 353 191 (17) 3513,08 909,98 1497,27 1798,78 85,23 ND
6 Acide protocatéchique 152,95 109 (16), 108 (26 ND ND ND ND ND ND
7 | Acide tannique 182,95 124 (22), 78 (34) 108, 33 ND 107,98 | 106,00 ND ND
8 Acide caféique 178,95 135 (15), 134 (24), 89 (31) 107,99 107,08 107,11 3700,76 ND ND
9 Vanilline 151,05 136 (17), 92 (21) ND ND ND ND ND ND
10 | Acidep- coumarique 162,95 119 (15), 93 (31) ND ND ND ND ND ND
11 | Acide rosmarinique 358,9 161 (17), 133 (42) ND ND ND ND ND ND
12 | Hespéridine 611,1 303,465 ND ND ND ND ND ND
13 | Rutine 609,1 300 (37), 271 (51), 301 (38) 6723,24 3456,23 | 10000,7 | 7894 86,98 44,87
14 | Hyperoside 463,1 300,301 9993,57 4783,98 | 6799,09 10098,76 ND ND
15 | 4-OH acide benzoique 136,95 93,65 ND ND ND ND ND ND
16 | Acide salicylique 136,95 93,65,75 ND ND ND ND ND ND
17 | Myricétine 317 179,151,137 ND ND ND ND ND ND
18 | Coumarine 146,95 103,91,77 ND ND ND ND ND ND
19 | Kaempférol 264.95 217,133,151 ND ND ND ND ND ND
20 | Quercetine 300,9 179,151,121 12100,56 7800,09 | 7892,98 | 11000,7 103,87 86,17
21 | Hespérétine 300,95 164,136,108 ND ND ND ND ND ND
22 | Naringinine 270,95 151,119,107 203,55 202,99 202,78 ND ND ND
23 | Lutéoléine 284,95 175,151,133 89,89 88,76 89,07 ND ND ND
24 | Fisétine 284,95 135,121 ND ND ND ND ND ND
25 | Apigénine 268.95 151,117 605,22 590,96 595,78 587,78 ND ND
26 | Rhamnétine 314.95 165,121,300 703,55 701,09 702,08 702,87 ND ND
27 | Chrysine 253 143,119,107 701,55 87,98 88,02 700,09 ND ND

ND : non déterminé; CR : oignon cru; CE : oignon cuit dans [’eau; CV : oignon cuit a la vapeur; CM : oignon cuit par microonde ; ECE : eau de cuisson par ébullition ; ECV : eau de cuisson par vapeur
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L'analyse LC-MS/MS a permis I’identification de 15 composés phénoliques. Les composés
majeurs trouvés sont: la quercétine, I’hyperoside(3-O- galactoside quercétine), la rutine et I’acide
chlorogénique . Pour la cuisson a I’eau, la teneur de tous les polyphénols identifiés a été réduite
avec une disparition totale de 1’acide tannique. L’analyse de I’eau de cuisson a montré la
présence de faibles quantités d’acide quinique, d’acide malique, d’acide gallique, d’acide

ferrulique , d’acide chlorogénique, de la rutine et de la quercétine.

En effet, la perte des polyphénols peut s’expliquer par deux phénoménes : la lixiviation de ces
composés dans l'eau de cuisson (Xu et al., 2008 ; Bernaert et al., 2013) et la  dégradation
thermique (Rothwell et al. 2015).

Concernant la cuisson a la vapeur, les résultats obtenus montrent 1’augmentation de la teneur
en rutine et une diminution des teneurs de tous les autres composés phénoliques identifiés. De
faibles quantités de rutine et de quercétine ont été observées dans 1’eau de cuisson. Quant a la
cuisson par microonde, elle a provoqué la disparition totale de I’acide ferrulique et 1’acide
gallique et 1’augmentation de la teneur de 1’hyperoside.

Ces deux traitements ont augmenté I'extraction des flavonoides de la matrice. Ce qui entrainerait
un contenu élevé de ces molécules aprés cuisson a la vapeur et par microonde (Bernaert et al.,
2013 ; Rothwell et al. 2015).

Le degré de modification des produits phytochimiques au cours du traitement thermique semble
dépendre de la sensibilité de ces composés a la dégradation, au mode et au temps de cuisson.
Des études, menées sur l'effet du traitement thermique sur les flavonoides, montrent une
différence de leur sensibilité a la dégradation selon leur structure. La quercétine 3-O-rutinoside
(rutine) montre une stabilité plus élevée par rapport a sa forme aglycone (quercétine). La
dégradation dépend de la fonction 3-hydroxy au cycle C du flavonoide dans le cas de la rutine,
cette position est bloquée par un fragment de sucre. La dégradation de la rutine différe donc de
celle de la quercétine ou cette position est inoccupée (Bernaert et al., 2013) . De méme, certaines
études ont montré que les acides phénoliques sont sensibles aux traitements thermiques et cela

peut expliquer les pertes de ces composés apres cuisson (Acosta-Estrada et al., 2014).

En effet, indépendamment de leur structure, une dégradation est observée pour les tempeératures
élevées. Les pertes ou gains de polyphénols peuvent varier avec le mode de cuisson (Ewald et al.,
1999 ; Lee et al., 2008). Selon nos résultats, nous pouvons conclure que la cuisson par vapeur est

une meilleure méthode pour maintenir les polyphénols.

Rodrigers et al.( 2009) ont prouvé que la cuisson modérée de 1’oignon par microonde n’affecte
pas la teneur en flavonol, cependant une cuisson intense par microonde cause des pertes de 18%

de flavonol et 16% de (quercetine3,4’glucoside etquercetine4’glucoside). En effet, la cuisson
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d’oignon a ’eau bouillante pour une durée de 30 minutes, provoque une perte de 37% de
querceétine, ce pourcentage est préservé en fin de compte dans 1’eau de cuisson. Une cuisson dans
I’eau qui dure 60 minutes dégrade 53% de quercétine. Les pertes en anthocyanes provoquées par
la cuisson en microonde sont relativement faibles en comparaison avec celles obtenues par la

cuisson a I’eau bouillante.
Kevin et al., (2005) ont montré que la cuisson a I’eau cause des pertes a 18% de quercétine.

Lee et al. (2008) qui ont comparé différentes processus thermiques . Ils ont signalé les pertes en
flavonoides ont été¢ de 21% pour 1’ébullition, 4% pour la cuisson au micro-onde tandis que la

cuisson a la vapeur n’a pas affecté le contenu phénolique.

D’autres parameétres comme le pH du milieu ont une influence sur la rétention ou la dégradation la
teneur en polyphénols totaux. Buchner et al. (2006) ont montré que la dégradation de la rutine et

de la quercétine est plus élevée dans des milieux faiblement alcalins et neutres.

Makris et Rossiter (2000) et Buchner et al.(2006) ont montré que la présence d'oxygene accélére
la dégradation de la quercétine et la rutine. La désintégration est causée par les espéces dites
d'oxygeéne. Ces radicaux (par exemple un radical anion superoxyde, un radical hydroperoxyde et
radical hydroxyle) sont souvent formés en solution aqueuse et peuvent étre capturés par les
flavonols. En revanche, les ions ferreux supplémentaires accélérent la perte de flavonoides et des

acides phénoliques..

La dégradation thermique des hétérosides de quercétine aboutit au clivage entre le sucre et la
partie aglycone (la quercétine) et augmente ainsi la quantité de quercétine dosée. Le pH du produit
(3,4 a 4,0) et la température appliquée (90 °C) pourraient contribuer a I’hydrolyse acide de

certains composés phénoliques ce qui engendre leur diminution (Duchene, 2015).

2.7. Activité antioxydante des exttraits d’oignon
Les pourcentages d’inhibition des radicaux libres DPPH et ABTS et le pouvoir réducteur de Cu *2

sont consigneés dans la figure 54.
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Figure 54. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de 1’oignon
(1: Méthode DPPH, 2 : Méthode ABTS, 3 : Méthode CUPRAC)

Pour toutes les méthodes testées (DPPH, ABTS et CUPRAC) une différence significative
(P<0,05) entre les différentes activités antioxydantes de 1’oignon cru et 1’oignon cuit (a la vapeur,
a I’eau et par microonde) a été constatée. L’activité antioxydante augmente avec 1’augmentation
de la concentration de 1’extrait. Il existe une différence significative (p<0,05) entre les activités

antioxydantes des différentes concentrations.
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Les trois méthodes d’évaluation d’activité antioxydante DPPH, ABTS et CUPRAC, ont abouti
au méme résultat. L’oignon cru a présenté des taux d’inhibition élevés des radicaux libres DPPH
(91,91% pour la concentration 1000ug/ml), ABTS (89,32% et une bonne réduction des ions
Cu*?(92,76%). Ce méme constat a été rapporté par plusieurs auteurs (Bouba et al., 2014 ; Harris
et al., 2015 ; Sharma et al., 2014).

Cette activiteé a eté réduite par les trois modes de cuisson, la plus haute activité antioxydante a été
observée pour les oignons cuits a la vapeur suivis par les oignons cuits par microonde et les
oignons cuits dans 1’eau. Ces résultats sont confirmés par le calcul du paramétre 1C50 (tableau
35).

Tableau 35 . Valeurs d’IC50 pour I’activité antioxydante des extraits de 1’oignon

DPPH ABTS CUPRAC
Cru 50,45+0,76" 48,55+0,09" 42,560,831
Cuit dans I'eau 235,560,342 191+0,34° 612,67+0,43
Cuit & la vapeur 56,76+0,12° 49,23+0,38° 43,56+0,14°
Cuit par microonde 202,76+0,43" 180+0,19" 175,87+0,28°
BHA 15,08+0,35° 15,46+0,98° 15,5+0,43°

Pour chaque test, le méme exposant signifie I’absence de différence significative

Les résultats de I’analyse de la variance ont montré 1’existence d’une différence significative
(P<0,05) entre les IC50 des oignons crus et cuits (a 1’eau, a la vapeur et par microonde) et cela a
été observée pour toutes les méthodes appliquées pour 1’évaluation de I’activité antioxydante

(DPPH, ABTS et CUPRAC).

Les IC50 des oignons cuits sont supérieures a 1’IC50 de 1’oignon cru, ce qui indique une
diminution de I’activité antioxydante pour les différents modes de cuisson. Le mode de cuisson
de I’oignon a 1’eau bouillante a montré la plus haute IC50 c'est-a-dire la plus faible activité
antioxydante, suivi par la cuisson par microonde et la cuisson a la vapeur. Les IC50 des oignons
sont inférieures aux IC50 du témoin (BHA), ce qui signifie que les oignons cuits possedent des

activites antioxydantes inférieures a celle de ’antioxydant de référence (BHA).

Ces variations dépendent du légume lui méme ( en tant que structure bioactive), la méthode de
cuisson, la biodisponibilité des polyphénols (Sultana et al., 2007), la température, la localisation
des polyphénols dans le légume, la coupe et le hachage (Makris et Rossiter 2001), la stabilité des
antioxydants (Pedraza-Chaverri et al., 2006) et l'activité synergique des structures ayant les

propriétés antioxydantes (Yamaguchi et al., 2001).

Un test de corrélation a été effectué pour vérifier la corrélation entre la variation du taux des
polyphénols et I’activité antioxydante de I’oignon. Les valeurs des coefficients de Pearson (r)et

les valeurs de p sont consignées dans le tableau 36.
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Tableau 36. Correlations entre I’activité antioxydante et la teneur en polyphénols totaux
des extraits de I’oignon

DPPH ABTS CUPRAC

r P r p r p
Cuit a I’eau 0,996 | 0,000 0,974 0,006 0,996 0,000
Cuit a la vapeur 0,994 | 0,001 0,894 0,041 0,979 0,004
Cuit par microonde | 0,974 | 0,001 0,979 0,005 0,994 0,001

r : Coefficient de Pearson, P : probabilité

Une forte corrélation positive a été observée entre la teneur en polyphénols totaux et I’activité
antioxydante évaluée par les trois tests (DPPH, ABTS et CUPRAC). Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Ren et al. (2016) qui ont rapporté que I’activité antioxydante de
I’oignon est fortement corrélée a la teneur en polyphéols totaux. Santas et al.(2008) ont montré
une corrélation positive entre les polyphénols et I’activité antioxydante de deux variétés
d'oignons cultivés. Certains auteurs suggérent que les composés phénoliques peuvent contribuer a
I’activité antioxydante des échantillons. Certaines études ont montré que l'activité antioxydante a
été liée en partie a la présence de constituants phénoliques en raison de leurs capacités a éliminer
les radicaux libres (Ravichandran et al., 2012). La cuisson conduit & des modifications de la
quantité de polyphénols, mais elle peut également modifier la structure des polyphénols, ce qui
pourrait affecter la capacité antioxydante (Makris et Rossiter, 2001). La plus faible activité
antioxydante a été obtenue dans le cas de I'ébullition de I’oignon et cela est d0 au phénomeéne de

lixiviation qui entraine une perte des composés phénoliques totaux (Bunea et al., 2008).

La concentration des acides phénoliques est plus élevée dans les couches externes de certains
légumes (Turkmen et al., 2005) et ceux-ci sont extrémement exposés a l'eau (Andlauer et al.,
2003) réduisant ainsi leur pouvoir antioxydant (Sultana et al., 2007). Jastrzebski et al. (2007) ont
signalé une diminution significative du taux d’inhibition de DPPH aprés la cuisson de 1’oignon a
I’eau. Les résultats obtenus montrent que les oignons cuits a la vapeur ou par micro-onde étaient
généralement plus élevés que ceux qui sont cuits a I'eau bouillante, car ces deux modes de
cuisson ne stimulent pas la libération des polyphénols ou d'autres antioxydants provenant de tissus
cuits (Yamaguchi et al., 2001 ; Pedraza-Chaverri et al., 2006). Faller et Fialho (2009) ont montré
que la cuisson a I’eau, par vapeur ou par microonde diminuent I’activité antioxydante. Cette
activité est tributaire de la mobilit¢ de I’atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle des
composés phénoliques. Cependant, Nencini et al.(2007) ont montré une faible corrélation entre
le contenu phénolique et la capacité antioxydante. En effet, des composés autres que les
polyphénols de la réaction de Maillard, pourraient également étre responsables de la capacité

antioxydante (Makris, et Rossiter., 2001). L’activité antioxydante peut également étre due a la
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teneur en acide ascorbique, un antioxydant qui se décompose pendant le traitement thermique
(Bernaert et al., 2013).

2.8. Activité anticholinestérase des extraits de 1’oignon
L’effet des méthodes de cuisson (a I’eau, par microonde et a la vapeur) sur l'activité

antiacetylcholinestérase et anti butyrylcholinestérase des extraits de I’oignon est exposé dans la

figure 55.
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Figure 55 . Evaluation de ’activité anticholinestérase des extraits de I’oignon
(1 : Activité antiacétylcholinestérase, 2 : Activité antibutyrylcholinestérase)

L'oignon cru a montré une activité modérée qui a augmenté apres cuisson. Le plus haut niveau
d’activité est observé aprés cuisson par microonde.

Les IC50 des extraits d’oignon et de la galantamine ont été évalués. Les résultats obtenus sont
consignés dans le tableau 37.
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Tableau 37. Valeurs d’IC50 pour I’activité anticholinestérase des extraits de 1’oignon

Activité Activité
antiacétylcholinesterase antibutyrylcholinestérase
Cru 602,01+0,56° 987+0,09°
Cuit a ’eau 588,76+0,34 586+0,76"
Cuit a la vapeur 204,67+0,65° 198,78+0,13°
Cuit par microonde 195,89+0,78° 140,87+0 ,17°
Galantamine 34,23+0,21° 36,56+0,08°

Pour chaque test, le méme exposant signifie l’absence de différence significative

D’aprés les valeurs obtenues, il existe une différence significative (p<0.05) entre les activités
antiacétylcholinestérase et antibuturylcholinestérase des extraits d’oignon cru et cuit (a I’eau, a la

vapeur, et par microonde);

De méme, ’extrait d’oignon cru a présenté la plus haute valeur d’IC50 ce qui signifie la plus
faible activité anticholinestérase. Selon les valeurs d’IC50 obtenus, la classification des
échantillons cuits selon leur capacité a inhiber les deux enzymes (acétylcholinestérase et
buturylcholinesterase) classe la cuisson par microonde en premiere position puis vient la cuisson
a la vapeur et en derniére position la cuisson a I’eau. L’IC50 obtenue pour la galantamine utilisée
comme molécule de référence est bien plus inférieur a ceux de I’extrait, donc la galantamine

possede une meilleure activité inhibitrice de I’AChE et I’'BChE.

L'extrait d'oignon contient des inhibiteurs de I'acétylcholinestérase et la butyrylcholinesterase. Ces
deux enzymes sont impliquées dans la fin des impulsions dans les synapses cholinergiques ou
I'acétylcholinestérase (AchE) joue un role important dans le maintien de la transmission normale
des impulsions neuronales dans les synapses. Sur la base d'études récentes, il a été montré qu'une
légére diminution des concentrations d’acétylcholine dans les synapses s'associe au
développement de la démence d’Alzheimer. Par consequent, établir les niveaux d'acetylcholine
par inhibition de l'activité d’AchE semble étre une approche efficace dans le traitement de déficit
cognitif et de la maladie d’ Alzheimer (Xie et al., 2014).

Les coefficients de Pearson(r) et la valeur de probabilité p sont mentionnés dans le tableau 38.

Tableau 38. Corrélations entre les polyphénols totaux et I’activité anticholinestérase
des extraits de 1’oignon

Activité anti acetylcholinestérase | Activité anti buturylcholinestérase
r P r p
Cuital’eau -1 < 0,0001 -1 < 0,0001
Cuit a la vapeur -1 < 0,0001 -1 <0,0001
Cuit par -1 <0,0001 -1 <0,0001
microonde

r : Coeffient de Pearson ; P : probabilité
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Le taux des polyphénols est fortement et négativement corrélé a 1’activité anticholinesterase (r =-
1, p < 0,0001). Cette corrélation indique qu’une diminution de la teneur en polyphénols totaux
s’accompagne d’une augmentation de ’activité antioxydante. Cela est d0 a ’effet de la cuisson

sur les polyphénols tributaires de cette activité.

Dans cette étude, on remarque une diminution des polyphénols totaux tandis que les teneurs de

certains flavonoides ont augmente apres cuisson.

Les flavonoides ont été identifiés comme inhibiteurs puissants de 1’acétylcholinestérase (AchEl).
L’extrait d’oignon est trés riche en quercétine et en rutine qui sont considérées comme des flavo-
neuroprotectants (Bakhtiari et al., 2017) . Dans une étude de dépistage sur les composés efficaces
contre la maladie Alzheimer, la quercetine, la 3-methoxy quercetine, la quercétine et la tiliroside
ont été identifiés comme étant des inhibiteurs puissants de ’acétylcholinestérase (Khan et al.,
2009).Malgré de nombreuses études in vitro, les études in vivo qui ont étudié¢ I’amélioration des
effets cognitifs dis a I’activité inhibitrice d’AchE sont limitées (Bakhtiari et al., 2017) . Par
exemple, la luteoline a montré une forte activité anticholinestérase in vitro et également une
augmentation des taux d'acetylcholine dans le cortex cérébral in vivo (Jung et al., 2007) . Des
fortes activités anticholinesterases ont été obtenues pour la rutine, 1’apéginine et la naringine
(Bakhtiari et al., 2017). La quercétine qui est le composé majeur de I’oignon améliore la capacité
cognitive et exhibe la neuroprotection contre la neurotoxicité induite par la triméthyline par
I’inhibition de I’AChE (Choi et al., 2012). Khan et al .(2009) ont indiqué que cette inhibtion par
la quercétine est attribuée a la formation des interactions hydrophobes et des fortes liaisons
hydrogenes avec les deux enzymes. La cuisson provoque une augmentation de 1’activité
anticholinesterase malgré la diminution de la teneur en polyphénols totaux aprés cuisson. Cela est
susceptible de provenir des interactions formées entre les polyphénols aprés cuisson. Szwajgier
(2015) a rapporté que les interactions et 1’action synergique des polyphénols diminuent
I’efficacité de ces composés, d’autres part I’augmentation de 1’activité anticholinestérase dans le
cas de la cuisson a la vapeur et par microonde est peut étre due a ’augmentation de certains
flavonoides comme la rutine et I’hyperoside qui présentent une forte activité anticholinesterase

(Bakhtiari et al., 2017).
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3.1. L’épinard cru

3.1.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions d’extraction des polyphénols totaux
de I’épinard cru

Les valeurs de concentration des polyphénols sont établies a partir de la courbe d’étalonnage
(Annexe 1). Les résultats des essais de la matrice générée sont présentés dans le tableau 39.

Tableau 39. Matrice d’essais du plan Plackett — Burmann pour 1’évaluation du taux en
polyphénols totaux de I’épinard cru

. Taux des polyphénols
N° d’essai A B c D (Mg EAG /gpd’ZEtrait sec)

1 1 1 1 | 1 1,344x10°

> 1 K] 1 1 1,412x10°

3 K] 1 1 1 1,012x10°

) K] 1 1 | 1 0,404 x10*

5 K] 1 1 | 1 0,587x10"

5 1 1 1 | 1 0,555x10°

7 K] 1 1 | 1 1,179x10°

3 1 1 1 | 1 0,720x10°

9 1 1 1 | 1 0,537x10"

10 K] 1 1 | 1 0,669x10°

11 E) 1 1 1 1,487x10°

R 1 1 1 1 1,062 x10°

A : concentration du solvant ; B : temps de maceération ; C: temps d ultrasonication ; D: broyage

Le coefficient de détermination (R?) du modéle prédit est de 97,27%. Ce modéle est significatif
(P<0,0001). La concentration du solvant et le temps de macération ont des effets significatifs sur
la réponse " Taux des polyphénols ”, tandis que le temps d’ultrasonication et le broyage ne
présentent aucune différence significative (Annexe 4). L’équation polynomiale générée pour
chaque réponse, décrivant la corrélation entre le taux des polyphénols et les quatre facteurs
étudiés (A : Concentration du solvant ; B : Temps de macération ; C: Temps d’ultrasonication ; D:

Broyage), est la suivante :
Taux en PT =9147 + 3353 A+ 1225B-234C+ 399D

Les deux facteurs (concentration du solvant et temps de macération) ont des effets positifs sur la
réponse " Taux des polyphénols ” (Annexe 4). Le diagramme de Pareto montre que le taux des
polyphénols dépend principalement de la concentration du solvant suivi par le temps de

maceration (figure 56).
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Terme 2,36
H
A
B
A : concentration de solvant ;
o i B : temps de macération ;
i C: temps d ultrasonication
i D : broyage
C 1
i
i
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Effet normalisé

Figure 56. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05)
des conditions d’extraction des polyphénols totaux de 1’épinard cru
3.1.2. Modélisation et optimisation des conditions d’extraction des polyphénols totaux de
I’épinard cru
Les deux facteurs sélectionnés par le plan de criblage Plackett-Burmann sont optimisés par le plan
composite centré. Les résultats des essais de la matrice sont mentionnés dans le tableau 40.

Tableau 40 . Matrice d’essais du plan composite centré pour I’évaluation du
taux en polyphénols de 1’épinard cru

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur Taux des polyphénols
d’essai | concentration de solvant (A) temps de macération (B) (Mg EAG /g d’extrait sec)
1 0 0 0,965 x10°
2 -1 1 0,891x10"
3 -1 -1 1,302 x10°
4 0 0 0,947 x10°
5 1 -1 0,881 x10°
6 1 1 0,771 x10°
7 0 0 0,811 x10°
8 -1,414 0 0,751 x10*
9 0 0 0,820 x10°
10 1,414 0 1,522 x10°
11 0 -1,414 0,915 x10°
12 0 0 0,999 x10*
13 0 1,414 0,835 x10°

L analyse de la variance a partitionné la variabilité des taux des polyphénols totaux pour chaque
effet. Le modéle est significatif (P< 0,05), et présente un R? élevé (85,45%). L'analyse de
variance montre que les effets du terme quadratique AA et I’interaction a deux facteurs AB ont
des effets significatifs (P< 0,05) .

Les effets des linéaires des facteurs A, B et le terme quadratique BB ne sont pas significatifs pour

ce modéle. L’équation polynomiale pour la réponse taux des polyphénols est:

Taux en PT =107371- 2165A- 37,50 B + 11,93 A*A + 0,00225 B*B +0,410 A*B
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Le diagramme de Pareto montre que le taux des polyphénols dépend principalement de I’effet

du terme AA suivi par I’interaction AB (figure 57).

Terme

2,365
T

A : concentration solvant;

B : temps de macération ;

AA : carré du concentration de solvant,
BB : carré du temps de macération,
AB : interaction entre la concentration

0 1 2 3 4
Effet normalisé

de solvant et le temps de macération

Figure 57 Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions d’extraction des polyphénols totaux de 1’épinard cru

La surface de réponse et la courbe d’iso- réponses sont exposes dans la figure 58. Les valeurs

optimales du taux des polyphénols totaux se situent dans la zone rouge limitée par les points :
Concentration du solvant (98-100 %) et temps de macération (1400-1440 min).
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Figure 58.Surface de réponse du taux des polyphénols de 1’épinard cru en fonction de la
concentration du solvant et du temps de maceération

Le maximum de précision est obtenu pour une désirabilité égale a 1 (figure 59).
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Optimal M A B

. ax 1000 14400
D100 pct [100,0] [1440,0]
Prévoir  Min 60,0 60,0

C10
Maximum
y = 1,981E+04
d = 1,0000

Figure 59 .Optimisation de la concentration du solvant et du temps de macération
pour I’extraction des polyphénols de 1’épinard cru en fonction de la désirabilitél

La prédiction des conditions optimales est : concentration du solvant (100%) et temps de

macération (24h).

3.1.3. Confirmation du modele optimisé par rapport a la concentration du solvant et au

temps de macération pour I’extraction des polyphénols de 1’épinard cru

Les résultats de I’optimisation sont confirmés par la détermination des polyphénols totaux

expérimentalement avec les facteurs sélectionnés au point optimum (tableau 41).

Tableau 41 . Taux de polyphénols prédit et mesuré de 1’épinard cru

Points Taux de polyphénols prédit (ug Taux de polyphénols mesuré
EAG/g d’extrait sec) (ug EAG/g d’extrait sec)
(100%, 24h) 1,981x 10° 1,979x 10”

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modéle mathématique sans aucune différence
significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modéle.

3.2. L’épinard cuit al’eau

3.2.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions d’extraction des polyphénols totaux
et de la cuisson a I’eau de I’épinard

Les résultats des essais pour 1’évaluation du taux des polyphénols des épinards a 1’eau bouillante
en fonction des sept facteurs A : temps de cuisson ; B : température de cuisson; C : volume d’eau
de cuisson ; D : concentration du solvant ; E : temps de macération ; F : temps d’ultrasonication et

G : broyage) sont présentés dans le tableau 42.
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Tableau 42. Matrice d’essais du plan Plackett- Burmann pour I’évaluation du taux en
polyphénols de I’épinard cuit a I’eau

N° A B C D E F G Taux des polyphénols
d’essai (ug EAG /g d’extrait sec)

1 -1 1 1 1 -1 1 1 0,020 x10*

2 -1 -1 1 1 1 -1 1 1,526 x10°

3 1 1 -1 1 R -1 1,563 x10°

4 -1 1 1 -1 1 -1 -1 0,030 x10*

5 -1 -1 -1 1 1,605 x10*

6 -1 1 -1 R 1 0,020 x10*

7 -1 -1 -1 -1 1] -1 -1 0,020 x10*

8 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1,562 x10°

9 1 -1 1 1 -1 1 -1 0,200 x10*

10 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1,548 x10*

11 1 1 1 -1 1 1 -1 1,520 x10°

12 1 1 -1 1 1 -1 1 0,200 x10*

A : temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration du solvant ; E : Temps de macération ; F : temps d ultrasonication ; G : broyage

Le modeéle prédit est significatif (P< 0,05), avec un coefficient (R?) équivalent & 99 ,85%. Les
deux facteurs (temps de cuisson et température de cuisson) sont significatifs (P< 0,05) (Annexe
4). Le modele polynomial qui prédit la réponse "taux des polyphénols” est exprimé en codes des
facteurs comme suit :

Taux en PT =8333+ 7210 A +424B+186C-250D-201E+91 F+ 172G

Les deux facteurs ont des effets positifs sur la réponse taux des polyphénols (Annexe 4). Le
diagramme de Pareto montre que le taux des polyphénols dépend principalement du temps de

cuisson suivi par la température de cuisson (Figure 60).

Terme 2,78

A : temps de cuisson ;

B : température de cuisson ;

C :volume d’eau de cuisson ;

D : concentration de solvant ;

E : temps de macération ;

0% B = T =z F : temps d’ultrasonication
Effet normalisé G : broyage

Figure 60. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05)
des conditions d’extraction des polyphénols totaux et de la cuisson a 1’eau de 1’épinard
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3.2.2. Modéelisation et optimisation des conditions de cuisson dans I’eau de 1’épinard

Les facteurs (temps de cuisson et température de cuisson) sont optimisés par le plan de composite

centré. Les résultats des 13 essais sont récapitulés dans le tableau 43.

Tableau 43. Matrice d’essais du plan composite centré pour I’évaluation du taux en polyphénols
de I’épinard cuit a I’eau.

N° Niveaux du facteur temps Niveaux du facteur Taux des polyphénols
d’essai de cuisson (A) température de cuisson (B) (Mg EAG /g d’extrait sec)
1 0 0 0,950 x10°
2 -1 1 1,169 x10*
3 -1 -1 0,940 x10°
4 0 0 0,908 x10*
5 1 -1 0,697 x10°
6 1 1 0,926 x10°
7 0 0 0,960 x10*
8 -1,414 0 0,587 x10°
9 0 0 0,960 x10°
10 1,414 0 1,166 x10°
11 0 -1,414 0,643 x10°
12 0 0 0,953 x10*
13 0 1,414 0,870 x10°

A : temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration du solvant ; E : temps de macération ; F : temps d ultrasonication ; G : broyage

Le coefficient de détermination et le coefficient ajusté obtenus sont éleves (98,07% et 96,69%) ce
qui indique une réponse satisfaisante par rapport de 1’ajustement des données du modele de la
régression quadratique. Le modele mathématique prédit est significatif (P< 0,05). Les quatre
effets (temps de cuisson, température de cuisson, carré de température de cuisson et interaction
entre les deux facteurs) ont des effets significatifs (P< 0,05) (Annexe 4). Par contre, 1’effet du
terme carré de temps de cuisson n’est pas significatif. Le modéle polynomial, qui prédit la réponse

taux des polyphénols, est exprimé en termes des codes facteurs comme suit:
Taux en PT =-79659 + 129 A + 1680 B - 90,4 A*A - 11,34 B*B + 37,3 A*B

De la méme maniere, le diagramme de Pareto (figure 61) montre que le taux des polyphénols
dépend principalement du facteur temps de cuisson suivi par la température de cuisson, le carré de

température de cuisson et 1’interaction des deux facteurs.
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A : temps de cuisson,

B : température de cuisson,
AA : carré du temps de cuisson,
BB :carré de température de

cuisson,

AB : interaction entre le temps

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 de cuisson et la température de
Effet normalisé cuisson

Figure 61. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions de cuisson a I’eau de 1’épinard

La surface de réponse et la courbe d’iso- réponse sont indiquées dans la figure 62
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Figure 62. Surface de réponse du taux des polyphénols en fonction du temps et de la
température de cuisson a I’eau de 1’épinard

Selon la figure 62, les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se trouvent dans la zone
rouge limitée par les points: temps de cuisson (14,6-15min) et température de cuisson (89-
100°C). Ces valeurs optimales ont été calculées a une désirabilité de 1 (figure 63).
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Optimal M A ¥

. ax 150 100,0
D:1000 Tyt [150] [98,7879]
Prévoir  Min 10,0 80,0

C10
Maximum
y = L253E+04
d = 1,0000

Figure 63. Optimisation du temps et de la température de cuisson a I’eau de 1’épinard en fonction
de la désirabilitée 1

Les conditions optimales obtenues sont comme suit: le temps de cuisson (15 min) et température
de cuisson (98,788°C). Le taux prédit des taux polyphénols est de 1,253 x 10* ug EAG/g d’extrait

Sec.

3.2.3. Confirmation du modéle optimisé par rapport au temps et a la température de
cuisson a I’eau de I’épinard
La valeur optimale obtenue a été vérifiée expérimentalement (tableau 44).

Tableau 44. Taux de polyphénols prédit et mesuré de 1’épinard cuit & I’cau

Points Taux de polyphénols prédit (ug | Taux de polyphénols mesuré
EAG/g d’extrait sec) (ug EAG/g d’extrait sec)
(15min, 98,7879°C) 1,253x 10* 1,254x 10"

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans aucune différence

significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modele.
3.3. L’épinard cuit a la vapeur

3.3.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions de cuisson & la vapeur et d’extraction

des polyphénols totaux de I’épinard

Les résultats des 12 essais de la matrice pour la détermination du taux des polyphénols des
épinards cuits a la vapeur en fonction des sept facteurs (A : temps de cuisson ; B : température de
cuisson ; C : volume d’eau de cuisson ; D : concentration du solvant ; E : temps de macération ;

F : temps d’ultrasonication et G : broyage) sont présentés dans le tableau 45.
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Tableau 45 . Matrice d’essais du plan Plackett- Burmann pour 1’évaluation du taux en
polyphénols de I’épinard cuit a la vapeur

N° d’essai Taux des polyphénols
A B c D E F G (ug EAG /g d’extrait sec)
1 -1 1 1 EE 0,400x10*
2 -1 -1 1 1 1| 1] 1 0,286x10"
3 1 1 -1 1 A1) 1,074x10*
4 -1 1 1 -1 1 ] -1 |1 0,342x10"
5 1 -1 -1 -1 1 1 1 0,109x10*
6 1 -1 1 -1 1] 1|1 0,241x10*
7 -1 -1 -1 -1 A1) 0,255x10"
8 -1 -1 -1 1 1 1 |1 0,678x10"
9 1 -1 1 1 E 0,962x10"
10 -1 1 -1 -1 EE 1 0,988x10*
11 1 1 1 -1 1 1 | -1 0,896x10*
12 1 1 -1 1 1|11 0,586x10"

A : temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration du solvant ; E : Temps de macération ; F : temps d ultrasonication et G : broyage

Le modéle prédit est significatif (p< 0,05). Le coefficient R? obtenu indique que le modéle

explique plus de 86 ,96% de la variabilité de la réponse.

Deux facteurs (le temps de macération et le temps d’ultrasonication) se sont révélés significatifs

(p< 0,05) (Annexe 4). Le modéle polynomial, qui prédit la réponse taux des polyphénols, est

exprimé en codes des facteurs comme suit :

Taux en PT=5685+14 A +337B-274C+1073D-1900 E + 2023 F-504 G

Le temps de macération a

présenté un effet négatif sur la réponse tandis que le temps

d’ultrasonication a présenté un effet positif sur la teneur en polyphénols totaux (Annexe 4).

Le diagramme de Pareto (figure 64) montre que le taux des polyphénols dépend principalement

du temps d’ultrasonication suivi par le temps de macération.

Terme

2,776
T

15 2.0
Effet normalisé

2.5

A : temps de cuisson ;

B : température de cuisson ;
C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration de solvant ;
E : temps de macération ;

F : temps d’ultrasonication
G

: broyage

Figure 64. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05)
des conditions d’extraction des polyphénols totaux et de la cuisson a la vapeur de 1’épinard
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3.3.2. Modélisation et optimisation des conditions d’extraction des polyphénols totaux de

I’épinard cuit a la vapeur

Les facteurs sélectionnés pour I’optimisation de la réponse polyphénols totaux sont le temps de

macération et le temps d’ultrasonication (tableau 46).

Tableau 46. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en

polyphénols de I’épinard cuit a la vapeur

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur Taux des polyphénols
d’essai Temps de macération (A) Temps d’ultrasonication (B) (ug EAG /g d’extrait sec)
1 0 0 0,903x10"
2 -1 1 1,076x10"
3 -1 -1 1,008x10"
4 0 0 0,900x10"
5 1 -1 1,003x10"
6 1 1 0,188 x10*
7 0 0 0,916 x10°
8 -1,414 0 0,803x10"
9 0 0 0,921 x10*
10 1,414 0 0,764 x10°
11 0 -1,414 0,768 x10°
12 0 0 0,914 x10°
13 0 1,414 0,643 x10*

Une réponse satisfaisante a été obtenue par rapport a I’ajustement des données du modéle de

régression quadratique, le coefficient de détermination pour ce modele est de 98,73%.

Le modele mathématique obtenu est tres significatif (p<0,0001). Le temps de macération, les

carrés de temps de maceération et du temps d’ultrasonication ont des effets significatifs sur la

réponse (p< 0,05). Le terme linéaire du temps d’ultrasonication (B) et I’interaction entre les

facteurs(AB) ne sont pas significatifs. Le modele polynomial prédit est exprimé en termes des

codes facteurs comme suit;

Taux en PT =-23952 + 16,24 A + 1334 B - 0,011032 A*A - 14,37 B*B - 0,0866 A*B

Le diagramme de Pareto (figure 65) montre que le taux des polyphénols dépend principalement

du carré de temps de macération suivi par le facteur temps de macération et le carré du facteur

temps d’ultrasonication.
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Terme 236
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A: temps de macération ;

B : temps d’ultrasonication,

AA : carré du temps de macération,
BB : carré du temps d’ultrasonication,
AB : interaction entre le temps de
maceération et le temps
d’ultrasonication

Figure 65. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions d’extraction des polyphénols totaux de 1’épinard cuit a la vapeur

La surface de réponse et la courbe d’iso réponse sont montrées dans la figure 66.
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Figure 66. Surface de réponse du taux des polyphénols de I’épinard cuit a la vapeur en fonction
des temps de macération et d’ultrasonication

D’apres ces résultats,

les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se trouvent dans la

zone rouge limitée par les points : temps de macération (400-750min) et temps d’ultrasonication

(40-50min) (figure 66).

Les valeurs optimales des facteurs

obtenus sont montrés dans la figure 67.
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Optimal A B

i Max 1440,0 60,0
D:0,9626 pct [561,8182] [44,8485]
Prévoir  Min 60,0 30,0

=

y = 1L044E+04
d = 096256

Figure 67. Optimisation du temps et de la température de cuisson a la vapeur de
I’épinard en fonction de la désirabilité 1

Les conditions optimales obtenues & une désirabilité de 1 sont comme suit: temps de
macération (562 min.) et temps d’ultrasonication (45min). La teneur prédite des taux

polyphénols est de 1,044 x 10* ug EAG/g d’extrait sec.

3.3.3. Confirmation du modeéle optimisé par rapport aux temps de macération et

d’ultrasonication de I’épinard cuit a la vapeur

Les valeurs optimales obtenues ont été vérifiées expérimentalement (tableau 47).

Tableau 47. Taux de polyphénols prédit et mesuré de 1’épinard cuit a la vapeur

Points Taux de polyphénols prédit (ug | Taux de polyphénols mesuré
EAG/g d’extrait sec) (ug EAG/g d’extrait sec)
(562min, 45min) 1,044x 10* 1,044x 10°

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans aucune

différence significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modele.
3.4. L’épinard cuit par microonde

3.4.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions de la cuisson par microonde et
d’extraction des polyphénols totaux de I’épinard
Les résultats des 12 essais de la matrice pour la détermination du taux des polyphénols des

épinards cuits par microonde sont présentés dans le tableau 48.
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Tableau 48. Matrice d’essais du plan Plackett-Burmann pour I’évaluation du taux en
polyphénols de I’épinard cuit par microonde

N° Taux des polyphénols
d’essai A B c D E F G (ug EAG /gpd’gﬁtrait sec)
1 -1 1 1 | -1 1 1 0,723x10"
2 -1 -1 1 1 1 | -1 1 1,234x10"
3 1 1 -1 1| -1 -1 0,725 x10*
4 -1 1 1 |11 -1] -1 1,678x10"
5 1 -1 1|1 1 1 0,976x10"
6 1 -1 1 |1 -1]-1]1 1,214x10"
7 -1 -1 A 11| 1] 1,675x10"
8 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1,654x10"
9 1 -1 1 1 | -1 1 | -1 0,815x10"
10 -1 1 1] 1] 1 0,923x10*
11 1 1 1 ] -1 1 1 | 1 1,200x10"
12 1 1 -1 1 1] -1 1 0,890x10*

A : temps de cuisson ; B : puissance ; C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration du solvant ; E : temps de macération ; F : temps d ultrasonication ; G : broyage

Le coefficient de détermination (R?) du modéle est de 97,29 % ; ce pourcentage indique que
97,21% de la variabilité de la réponse (taux des polyphénols) peut étre expliqué par le modéle. Le
modele qui prédit est significatif (p=0,006). Le temps de cuisson et la puissance sont les facteurs
qui ont des effets significatifs sur la réponse "taux des polyphénols” (P< 0,05) (Annexe 4).

L’équation polynomiale est :
Taux en PT = 11426 + 3002 A+ 1571 B-172C+190D+81E-288F-291 G

Les deux facteurs (temps de cuisson et puissance de la microonde) ont des effets positifs sur la
réponse "Taux des polyphénols” (Annexe 4). Le diagramme de Pareto (figure 68) montre que la

réponse dépend principalement du temps de cuisson suivi par la puissance de la microonde.

Terme 278

A

B

A : temps de cuisson ;

B : puissance de la microonde;
C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration de solvant ;

E : temps de macération ;

F : temps d’ultrasonication

G : broyage

0 2 4 6 8 10 12
Effet normalisé

Figure 68. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05)
des conditions d’extraction des polyphénols totaux de 1’épinard cuit par microonde
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3.4.2. Modélisation et optimisation des conditions de cuisson par microonde de I’épinard
Le temps de cuisson et la puissance du microonde sont les facteurs selectionnes pour

I’optimisation de la réponse polyphénols totaux (tableau 49).

Tableau 49. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en polyphénols
de I’épinard cuit par microonde

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur puissance de Taux des polyphénols
d’essai temps de cuisson (A) la microonde (B) (ug EAG /g d’extrait sec)
1 0 0 1,374x10"
2 -1 1 1,046x10"
3 -1 -1 1,013x10*
4 0 0 1,274x10"
5 1 -1 0,800 x10*
6 1 1 0,824x10*
7 0 0 1,452x10"
8 -1,414 0 1,216x10"
9 0 0 0,811x10"
10 1,414 0 1,260x10"
11 0 -1,414 1,360 x10°
12 0 0 1,355 x10*
13 0 1,414 0,987 x10*

A : temps de cuisson ; B :puissance; C : volume d’eau de cuisson ; D : concentration de solvant ; E : temps de
maceration ; F : temps d’ultrasonication ; G : broyage

L’analyse de la variance montre que le modéle prédit est significatif (P < 0,05) avec un R?
élevé. Les cing termes (A : temps de cuisson, B : puissance, AA : carré du temps de cuisson, BB :
carré de puissance et AB : interaction entre le temps de cuisson et la puissance) ont montré des
effets significatifs au seuil de 0,05. Le modeéle polynomial, qui prédit la réponse taux des

polyphénols, est exprimé en termes des codes facteurs comme suit:
Taux en PT = 68614 - 3907 A - 163,3 B + 169,8 A*A + 0,1260 B*B + 2,762 A*B

Le diagramme de Pareto montre que le taux des polyphénols dépend principalement du carré de
la puissance de la microonde suivie par le carré du temps de cuisson, I’interaction entre les deux

facteurs, la puissance du microonde et le temps de cuisson (figure 69).
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Terme
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A : temps de cuisson,

B : puissance,

AA : carré du temps de
cuisson,

BB : carré de puissance,

AB : interaction entre le temps
de cuisson et la puissance

Figure 69. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions de cuisson par microonde de I’épinard

La surface de réponse et la courbe d’iso-réponse sont illustrées dans la figure 70.
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Figure 70. Surface de réponse du taux des polyphénols de 1’épinard en fonction du temps de
cuisson et de la puissance du microonde

La figure 70 montre que les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se trouvent dans la

zone rouge limitée par les points : temps de cuisson (9-10min) et puissance (780-800 watt).

Les valeurs optimales des facteurs ont été calculées a une désirabilité de 1. Les résultats

obtenus sont montrés dans la figure 71.
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Figure 71. Optimisation de la puissance du microonde et du temps de cuisson
de I’épinard en fonction de la desirabilité1

Les conditions optimales obtenues sont comme suit: temps de cuisson (10 min) et puissance du
microonde (800watt). La teneur prédite du taux des polyphénols est de 1,86x10* pg EAG/g

d’extrait sec.

2.4.3. Confirmation du modele optimisé par rapport a la puissance du microonde et au
temps de cuisson de I’épinard
Les valeurs optimales obtenues ont été vérifiées expérimentalement. Les résultats obtenus sont
récapitulés dans le tableau 50.
Tableau 50. Taux de polyphénols prédit et mesuré de I’épinard cuit par microonde

Points Taux de polyphénols prédit Taux de polyphénols mesuré
(Mg EAG/g d’extrait sec) (ng EAG/g d’extrait sec)
(10min, 800 watt) 1,86x 10” 1,862x 10*

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans aucune différence

significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modele.

3.5. Effet de la cuisson sur les taux en polyphénols totaux et en flavonoides totaux de
I’épinard

L’effet des trois modes de cuisson sur les taux en polyphénols totaux et en flavonoides de
I’épinard est illustré dans la figure 72.

Il existe une différence significative (p< 0,05) entre les teneurs en polyphénols totaux et en
flavonoides des épinards crus et cuits.

Les taux des polyphénolos totaux enregistrés sont de 19790 ; 12540 ; 10440 et 18620 ug EAG/g
d’extrait sec d’épinard cru, cuit a 1’eau, cuit a la vapeur et par microonde respectivement.
Cependant, les teneurs en flavonoides sont de 10876 ; 9867,76 ; 7654 et 10456 pg EQ /g

d’extrait sec d’épinard cru, cuit & I’eau, cuit a la vapeur et par microonde respectivement.
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Figure 72. Taux en polyphénols totaux et en flavonoides des extrais de 1’épinard
(1: polyphénols, 2 : flavonoides)

Les résultats enregistrés indiquent que les épinards sont riches en polyphénols et en flavonoides.
Ce résultat concorde avec certains travaux notamment ceux d’Altemimi et al.(2015) qui ont étudié
I’effet du traitement par ultrasons sur la teneur en polyphénols totaux, ou ils ont constaté que le
rendement moyen en polyphénols totaux varie entre 13,76 et 33,97 mg EAG/g de matiére seche
alors que la teneur en flavonoides varie entre 6,08 et 27,37mg EQ/g de matiere séche.

De méme, Dobrinas et al. (2017) ont rapporté que la teneur en polyphénols totaux de 1’épinard est
de 56,98 mg EAG/100g du poids frais. En effet la méthode d’extraction peut influencer les taux
des composés phenoliques. Dans ce contexte, Do Thi et Hwang (2015) ont trouvé que la teneur
en polyphénols totaux varie selon le solvant utilisé, ils ont montré que les extraits d’épinard
contiennent des teneurs en polyphénols totaux de 24,1 et 30,3 mg EAG/g d’extrait sec pour des

extractions effectuées par 1’eau et 1’éthanol respectivement. Les teneurs en flavonoides ont été de

122



Résultats et discussion 3. L’épinard

10,7mg équivalent catéchine/g d’extrait sec pour une extraction avec ’eau et 28,8 mg équivalent

catéchine/g d’extrait sec pour une extraction avec 1’éthanol.

Dans la présente étude, les différentes méthodes de cuisson appliquées ont montré des effets
négatifs sur les taux en polyphénols totaux et en flavonoides des épinards. Ces composes ont été
réduits a des degrés différents selon la méthode de cuisson, le classement des teneurs en
polyphénols place la cuisson par microonde en premiére position, la cuisson a 1’eau en deuxiéme
position et la cuisson a la vapeur en derniére position. L’analyse de la variance montre qu’il existe
une différence significative entre 1’épinard cru et 1’épinard cuit (& 1’eau, a la vapeur et par
microonde).

La diminution des différents composés phénoliques au cours de la cuisson est due probablement a
leur solubilisation dans 1’eau de cuisson suite a la destruction des parois cellulaires par un effet
thermique en d’autres composés plus solubles (Zaro et al.,2015), ou par le frottement engendré
par la rotation entre les molécules de la matrice végétale, qui provoque la rupture des liaisons
entre les polyphénols et la matrice végeétale (Inoue et al., 2010; Jawad et Langrish, 2012).

La cuisson par microonde s’est avérée la plus efficace, cela est peut étre due a une meilleure
rétention des polyphénols totaux dans les tissus végétaux apres leur extraction par la chaleur. Ce
constat est similaire a d’autres études antérieures (Ismail et al., 2004 ; Sengiilet al., 2013).
Cependant des résultats différents ont été signalés par Do Thi et Hwang (2015) qui ont rapporté
que le processus de cuisson augmente la teneur en polyphénols totaux. Ils ont montré que les
extraits des épinards crus avaient des teneurs en polyphénols plus faibles que ceux des épinards

bouillis et cuits a la vapeur.

Concernant les flavonoides, la cuisson a la vapeur et par microonde se sont avérées les plus
efficaces quant a I’augmentation de ces composés. Ces résultats sont similaires & ceux obtenus
dans des études anterieures de Xu et Chang (2008), Mazzeo et al.(2011).
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3.6 . Analyse chromatographique liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem
(LC-MS/MS) des extraits de I’épinard

Quinze composés phénoliques ont éte identifiés dont six composés sont majoritaires et qui sont :
I’acide chlorogénique, I'acide protocatechuique, I'acide tannique, I'acide tr-caféique et I'acide p-

coumarique et I’acide rosmarinique (Figure 73, Tableau 51 )
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Figure 73. Analyse LC-MS/MS des extraits de I’épinard

A : épinard cru, B : Cuita I’eau, C : cuit par vapeur, D : cuit par microonde, E : eau de
cuisson (ébullition),F : eau de cuisson(vapeur)

1 : acide quinique, 2: acide malique, 3: acide ferrulique, 4: acide gallique, 5: acide chlorogénique, 6: acide
protocatechuique, 7: acide tannique, 8: acide caféique, 9: vanilline, 10: p-acide coumarique, 11: Acide
rosmarinique 12: Hesperidine, 13: Rutine, 14: Hyperoside, 15: 4-OH Acide benzoique, 16: Acide salicylique, 17:
Myricétine, 18: Coumarine 19 Kaempferol :, 20: Quercétine, 21: Hesperetine, 22: Naringénine , 23:
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Tableau 51. Identification et quantification des composés phénoliques et leurs dérivés des extraits de I’épinard par LC-MS/MS

N° | Composé lon parent (m/z) | MS2 (énergie de collision) Quantification (ug analyte / g d'extrait)

CR CE Ccv CM ECE ECV
1 Acide quinique 190,95 85 (22), 93 (22) 9300 2345,87 2400,78 2567,90 45,76 42,67
2 Acide mallique 133,05 115 (14), 71 (17) 10345,87 | 2987,98 2809,87 3008,78 43,87 35,96
3 Acide Férrulique 172,85 85 (12). 129 (9) ND ND ND ND 46,78 ND
4 Acide gallique 169,05 125 (14), 79 (25) ND ND ND ND ND ND
5 Acide chlorogénique 353 191 (17) 3500,87 356,78 345,78 2598,78 47,65 36,08
6 Acide protocatéchique 152,95 109 (16), 108 (26 9900,66 599,06 3008,87 3000,65 51,87 39,87
7 Acide tannique 182,95 124 (22), 78 (34) 10002,33 | 366,89 1230,06 2001,87 43,78 ND
8 Acide caféique 178,95 135 (15), 134 (24), 89 (31) 7098,09 601,76 3345,08 4900,76 50,78 ND
9 Vanilline 151,05 136 (17), 92 (21) ND ND ND ND ND ND
10 | Acidep- coumarique 162,95 119 (15), 93 (31) 5678,09 595,76 4678,98 10540,76 | 45,76 39,87
11 | Acide rosmarinique 358,9 161 (17), 133 (42) 10804,09 | 703,16 1987,87 3798,76 ND ND
12 | Hespéridine 611,1 303,465 ND ND ND ND ND ND
13 | Rutine 609,1 300 (37), 271 (51), 301 (38) ND ND ND ND ND ND
14 | Hyperoside 463,1 300,301 ND ND ND ND ND ND
15 | 4-OH acide benzoique 136,95 93,65 80,87 65,78 66,09 80,09 ND ND
16 | Acide salicylique 136,95 93,65,75 ND ND ND ND ND ND
17 | Myricétine 317 179,151,137 ND ND ND ND ND ND
18 | Coumarine 146,95 103,91,77 ND ND ND ND ND ND
19 | Kaempférol 264.95 217,133,151 ND ND ND ND ND ND
20 | Quercetine 300,9 179,151,121 81,78 79,87 78,78 81,87 ND ND
21 | Hespérétine 300,95 164,136,108 79,87 78,98 79,98 456,98 ND ND
22 | Naringinine 270,95 151,119,107 ND ND ND ND ND ND
23 | Lutéoléine 284,95 175,151,133 125,098 67,89 65,87 115,78 ND ND
24 | Fisétine 284,95 135,121 ND ND ND ND ND ND
25 | Apigénine 268.95 151,117 94,67 65,78 64,98 94,87 ND ND
26 | Rhamnétine 314.95 165,121,300 78,87 55,78 56,98 89,67 ND ND
27 | Chrysine 253 143,119,107 77,76 54,76 59,78 98,26 ND ND

ND : non déterminé; CR : épinard cru; CE : épinard cuit dans I’eau; CV : épinard cuit a la vapeur; CM : épinard cuit par microonde ; ECE : eau de cuisson par ébullition ; ECV : eau de cuisson par vapeur
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Divers auteurs ont signalé que les principaux composés phénoliques des épinards sont: les dérivés
de Il'acide glucuronique des flavonoides et des dérivés de l'acide p-coumarique (Bergman et al.,
2001).

Les résultats de LC-MS/MS indiguent que, dans le cas de la cuisson dans 1’eau, une diminution de
tous les composés phénoliques a été constatée. L’analyse de I’eau de cuisson a montré la
présence des quantités faibles d’acide férrulique 1’acide chlorogénique, d'acide protocatechuique,
d'acide tannique, d'acide caféique et d'acide p-coumarique. La présence de ces composés
polyphénoliques pourrait étre due a leur passage directement dans I’ecau de cuisson, ou a la
dégradation de certains polymeres suite a la rupture des liaisons et la libération des composeés
phénoliques insolubles liés de maniére covalente aux substances de la matrice de la paroi
cellulaire telles que la cellulose, I'némicellulose, les arabinoxylanes, les protéines structurales et la

pectine via des liaisons ester, éther et C-C (Shahidi et Yeo, 2016) .

Pour la cuisson a la vapeur, une diminution des composés a été observée apres cuisson. L’eau de
cuisson a révélé la présence de I’acide chlorogénique, l'acide protocatechuique et I'acide p-

coumarique.

Pour la cuisson par microonde, les composés phénoliques détectés n’ont pas été affectés de la
méme maniére. Une diminution de I’acide chlorogénique, de l'acide protocatechuique, de I'acide
tannique, l'acide caféique et de I’acide rosmarinique a été constatée. Cependant, une
augmentation de la teneur de de I'acide p-coumarique 1’hespérétine, la chrysine et la rhamnétine a
été obtenue et cela peut étre due a la libération de ces composés liés a la paroi cellulaire par la
cuisson. Un certain nombre d'études ont été menées sur l'identification et la quantification des
acides phénoliques liés a la matrice végétale. Ils ont montré que 1’acide caféique figure parmi ces
composés encapsulés dans la paroi cellulaire des végétaux (Chandrasekara et Shahidi, 2010 ;
Iraklib et al., 2012 ; Alshikh et al., 2015).

La cuisson par microonde a permis la rétention de certains composés : 1’acide 4-OH benzoique, la
quercetine, et 1’apigénine. Cette rétention est peut étre attribuée a 1’équilibre entre la dégradation
des composés phenoliques et la libération des flavonoides. Dans la méme optique, Gui et Ryu
(2014) rapportent que le processus de cuisson améliore la teneur des polyphénols totaux et des
flavonoides. Cela est di a la libération de composés phénoliques liés a la matrice de la paroi
cellulaire d’épinard. Ng et al.(1999) ont rapporté que la cuisson par extrusion affecte la matrice
de la paroi cellulaire entrainant une dépolymeérisation des pectines et des hémicelluloses en plus la
cuisson par micro-onde produit une meilleure libération des composés phénoliques a liaison

insoluble & partir de matrice vegétale d’épinard (Shahidi et Yeo, 2016) .
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3.7. Activité antioxydante des extraits de I’épinard

Les résultats d’évaluation de ’activité antioxydante, évaluée par trois méthodes (DPPH, ABTS et

CUPRAC), sont consignés dans la figure 74.
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Figure 74. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de 1’épinard

(1 : Méthode DPPH, 2 : Méthode ABTS, C : Méthode CUPRAC)
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Nous rappelons que 1”’activité antioxydante des épinards crus et cuits a été déterminée par trois
méthodes (DPPH, ABTS et CUPRAC). Les résultats obtenus sont similaires pour toutes les
méthodes .1l existe une différence significative (P<0,05) entre I’activité antioxydante des épinard
crus et des épinards cuits (a la vapeur, a I’eau et par microonde) (tableau 52).

De méme une différence significative a €té constatée entre les activités antioxydantes des

différentes concentrations des extraits d’épinard testées (p<0,05).

Tableau 52 . Valeurs d’IC50 pour I’activité antioxydante des extraits de 1’épinard

DPPH ABTS CUPRAC
Cru 123+0,16° 108,55+0,90° 122,06+0,13°
Cuita I’eau 85,76+0,24° 79+0,01° 82,27+0,31°
Cuit & la vapeur 129,65+0,04° 113,23+0,20° 123,06+0,24°
Cuit par microonde | 55,76+0,43¢ 43,34+0,49° 55,07+0,27°
Témoin (BHA) 20,23+0,35° 14,46+0,08° 19,5+0,09°

Pour chaque test, le méme exposant signifie l'absence de différence significative

L’analyse de la variance montre 1’existence d’une différence significative (P<0,05) entre les IC50
des épinards crus et cuits (@ 1’eau, a la vapeur et par microonde) et cela a été constaté pour toutes
les méthodes appliquées pour la détermination de I’activité antioxydante (DPPH, ABTS et
CUPRAC).

Les IC50 des épinards cuits a I’eau et par microonde sont inférieures a ceux des epinards crus ce

qui indique une augmentation de I’activité antioxydante provoquée par le procédé de cuisson.

Le mode de cuisson a la vapeur a montré la plus haute valeur d’IC50 c'est-a-dire la plus faible
activité antioxydante suivie par la cuisson a 1’eau et la cuisson par microonde. Les IC50 des
épinards sont inférieures aux IC50 du BHA, ce qui signifie que les épinards crus et cuits

possédent des activités antioxydantes inférieures a celle de 1’antioxydant de référence.

Ces résultats sont différents de ceux obtenus par Do Thi et hwang (2015) qui ont rapporté que
I’épinard cuit a la vapeur a montré une activité antioxydante supérieure a celle de I’épinard cru et
I’épinard cuit & ’eau. Une étude antérieure de Zhang et Hamauzu (2004) a montré qu'il n'y a pas
de différences significatives entre 1’activité antioxydante des épinards crus et des épinards cuits
par micro-onde. Ismail et al. (2004) ont signalé que le pouvoir antioxydant des épinards bouillis a
été semblable a celui des épinards crus. Il a constaté que, malgré la diminution des polyphénols,
on remarque une augmentation du pouvoir antioxydant. Pour vérifier la contribution de ces
composés dans I’activité antioxydante, une étude de corrélations entre la variation du taux des
polyphénols apres cuisson et I’activité antioxydante a été effectuée. Les coefficients de Pearson

et les valeurs de p sont mentionnés dans le tableau 53.
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Tableau 53. Correlations entre le taux des polyphénols et I’activité antioxydante
des extraits de 1’épinard

DPPH ABTS CUPRAC

r P r p r p
Cuital’eau -1 <0,0001 |-1 <0,0001 -1 <0,0001
Cuit a la vapeur 1 < 0,0001 1 <0,0001 1 <0,0001
Cuit par microonde -1 <0,0001 -1 <0,0001 -1 <0,0001

r: coefficient de Pearson, p : probabilité

A D’issu de ces résultats, I’activité antioxydante semble étre fortement et négativement corrélée
au taux des polyphénols des épinards cuits (& I’eau et par microonde) (r = -1, p < 0,0001) et
fortement et positivement corrélée au taux des polyphénols des épinards cuits par vapeur (r =1, p
< 0,0001) pour toutes les méthodes utilisées pour la détermination de 1’activité antioxydante
(DPPH, ABTS, CUPRAC). L’augmentation de la teneur en polyphénols a provoqué une
diminution de I’activité antioxydante. Cela est peut étre di a la degradation des composés
phénoliques durant la cuisson. Les composés phénoliques subissent une décomposition due a
leur exposition prolongée a la température, ce qui conduit ensuite a la diminution de la capacité
antioxydante. Par conséquent, le type de composés actifs qui contribue a la capacité antioxydante
d'un extrait brut est crucial dans le choix du temps d'extraction optimal (Liyana- Pathirana et
Shahidi, 2005; Thoo et al. ,2010). Par ailleurs, Turkmen et al. (2005) ont montré qu'il n'y a
aucune corrélation entre 1’activité antioxyadante et la teneur en polyphénols totaux des épinards
cuits a I’eau, a la vapeur et par microonde. Beaucoup de composés, y compris les polyphénols, la
chlorophylle et les caroténoides influent sur I'activité antioxydante des épinards (Ligor et al.,
2012).Cette augmentation de ’activité est peut étre attribuée a la formation de composés de
Maillard qui possédent un pouvoir antioxydant puissant (Nicoli et al., 1999; Del Castillo et al.,
2002).

3.8.Activité anticholinestérase des extraits de 1I’épinard
L’effet des méthodes de cuisson (€bullition, microonde et a la vapeur) sur lactivité
antiacetylcholinestérase et anti butyrylcholinestérase d’épinard a été évalué. Les résultats sont

consignés dans la figure 75.
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Figure 75. Evaluation de I’activité anticholinestérase des extraits de I’épinard.
(1 : Activité antiacétylcholinestérase, 2 : Activité antibutyrylcholinestérase)

L’¢épinard a montré une forte activité anticholinestérase qui diminue apres cuisson. La cuisson
par microonde c’est avérée le mode le plus efficace suivi par la cuisson a 1’eau et en derniére
position la cuisson & la vapeur. Les IC50 des extraits et du témoin (la galantamine) ont été
déterminés. Les résultats obtenus sont récapitulés dans le tableau 54.
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Tableau 54. Valeurs d’IC50 pour I’activité anticholinestérase des extraits de 1’épinard

Activité Activité
antiacétylcholinestérase antibuturylcholinestérase
Cru 34,65+0,34" 39,76+0,45°
Cuita I’eau 108,65+0,54" 113,65+0,05"
Cuit a la vapeur 187,650 ,45° 184,64+0,34°
Cuit par microonde 46,67+0,67° 45,76+0,23°
Témoin (Galantamine) 23,67+0,09° 22,56+0,09°

Pour chaque test, le méme exposant signifie ['absence de différence significative

Les valeurs d’IC50 des extraits des épinards cuits sont supérieures a celles des épinards crus ce
qui indique une diminution de I’activité anticholinestérase par le procédé de cuisson. Le mode
de cuisson a la vapeur a montré la plus haute valeur d’IC50 c'est-a-dire la plus faible activité
anticholinestérase, suivi par la cuisson a 1’eau et la cuisson par microonde. Les valeurs d’1C50
des épinards sont inférieures aux 1C50 de la galantamine, ce qui signifie que les épinards crus et
cuits possédent des activités anticholinestérases inférieures a celle du composé de référence qui
est utilisé actuellement comme médicament pour traiter la maladie d’Alzheimer. Les approches
pour améliorer la fonction cholinergique ont inclus la stimulation des récepteurs cholinergiques ou
le prolongement de la disponibilité de 1’acétylcholine libérée dans la fente synaptique neuronale
en inhibant I’hydrolyse de I’acétylcholine par 1’acétylcholinesterase (Mehta et al., 2012). Le
traitement disponible actuellement, c'est-a-dire ’inhibition de 1’acétylcholinestérase, est I’emploi
de la rivastigmine (Ferris et al., 2013), ou la galantamine (Prins et al., 2014) ou le dopepézil
(Andersen et al., 2012).

Ces médicaments ralentissent la progression de la maladie et fournissent un soulagement
symptomatique mais ne parviennent pas a un remede définitif (NICE TechnologyAppraisal
Guidance, 2011). Boga et al. (2011) ont rapporté que les extraits de dichlorométhane, d’éthanol
et d’eau des épinards ont des activités anticholinesterases puissantes. Wang et al . (2005) ont
démontré que les rats qui ont recu un régime enrichi par des épinards ont manifesté une réduction

significative des symptomes d’Alzheimer.

Pour vérifier la corrélation entre la variation des taux des polyphénols par la cuisson et ’activité
anti acétylcholinestérase et anti butyrylcholinestérase, un test de corrélation de Pearson a été

effectuée. Les résultats sont enregistrés dans le tableau 55.
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Tableau 55. Corrélations entre la variation des taux des polyphénols par cuisson et ’activité

anticholinestérase des extraits de 1’épinard

Activité anti Activité
acetylcholinestérase anti butyrylcholinestérase
r P r p
Cuita I’eau 1 < 0,0001 1 < 0,0001
Cuit a la vapeur 1 <0,0001 1 <0,0001
Cuit par microonde 1 <0,0001 1 <0,0001

r: coefficient de Pearson, p : probabilité

Les résultats du tableau 64 montrent qu’il existe une corrélation positive entre les polyphénols

totaux et I’activité anticholinestérase des épinards cuits (r = 1, p< 0,0001). Cette forte activité

obtenue dans cette étude est peut étre attribuée aux flavonoides, c'est-a-dire I'apigenine, la

lutéoline et la quercétine qui sont connus par leurs fortes activités anticholinestrases. Selon

Schmitt-Schillig (2005), les épinards riches en ces composés sont capables de prévenir de la

maladie d'Alzheimer et cela par 1’inhibition de la formation des peptides R-amyloides et / ou les

toxicités provoquées par le stress oxydatif.
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4.1. L>aubergine crue

4.1.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions d’extraction des polyphénols totaux
de ’aubergine crue

Le tableau 56 résume la matrice des différentes conditions d'extraction des polyphénols (A :
concentration du solvant; B: temps de macération; C: temps d’ultrasonication et D : broyage)
selon la conception d'expérience de Plackett-Burman. Les taux en composés phénoliques totaux
ont été déterminés a partir de la courbe d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (Annexe 1)

dont le coefficient de régression est 0,952.

Tableau 56. Matrice d’essais du plan Plackett — Burmann pour 1’évaluation
du taux en polyphénols de I’aubergine crue

N° Taux des polyphénols
d’essai A B c D (ug EAG/gpd’ggrait sec)
1 1 1 -1 1 1,081x10"
2 1 -1 1 1 0,876x10*
3 -1 1 1 1 0,908x10*
4 -1 -1 -1 1 0,907x10*
5 -1 1 -1 -1 0,567x10*
6 1 -1 -1 -1 0,570x10*
7 -1 -1 -1 -1 1,090 x10*
8 1 1 1 -1 0,879x10"
9 1 1 -1 1 0,854 x10*
10 -1 1 1 -1 0,913x10°
11 -1 -1 1 1 0,556x10"
12 1 -1 1 -1 1,176x10"

A : Concentration du solvant ; B : Temps de macération ; C: temps d ultrasonication ; D: broyage

Les deux facteurs qui ont montré des effets significatifs sur la réponse sont la concentration du
solvant et le temps de maceération. Les deux autres facteurs ( temps d’ultrasonication et broyage)
ne possedent pas des effets significatifs sur la réponse. Le modele présente une valeur de P
inférieure a 0,05 ce qui indique que le modele de ce plan est significatif.

Le R? indique que le modéle explique plus de 98 ,28% de la variabilité de la réponse ce qui est
excellent (Annexe 5). Le modele polynomial qui prédit la réponse taux des polyphénols est

exprimé en termes des codes facteurs comme suit :
Taux en PT =8651,8 - 1476,6 A - 1279,4 B + 209,3C - 38,7 D

D’aprés ces résultats, les deux facteurs : concentration de solvant et temps de macération ont des
effets négatifs sur la réponse « taux des polyphénols » (Annexe 5). Le diagramme de Pareto

classe les facteurs selon leurs effets (figure 76).
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Terme

2 4 6 8

10 12 14 16

Effet normalisé

A : concentration du solvant ;
B: temps de macération ;

C: temps d’ultrasonication

D : Broyage

Figure 76. Diagramme de Pareto des effets lineaires normalises (P=0,05)

des conditions d’extraction des polyphénols de 1’aubergine crue

Le diagramme de Pareto standardisé démontre que le facteur concentration du solvant

posseéde I'effet le plus important suivi par le temps de macération.

4.1.2. Modélisation et optimisation des conditions d’extraction des polyphénols totaux de

I’aubergine crue

Les deux facteurs sélectionnés par le plan de criblage sont optimisés par le plan composite centre.

La matrice des essais et les réponses obtenues sont mentionnées dans le tableau 57.

Tableau 57. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en polyphénols
totaux de I’aubergine crue

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur Taux des polyphénols
d’essai | concentration du solvant (A) temps de macération (B) (Mg EAG/g d’extrait sec)
1 0 0 1,625x10*
2 -1 1 1,655x10*
3 -1 -1 1,814x10"
4 0 0 1,615 x10*
5 1 -1 2,034 x10*
6 1 1 1,943 x10*
7 0 0 1,650 x10*
8 -1,414 0 1,940 x10*
9 0 0 1,655 x10°
10 1,414 0 1,654 x10°
11 0 -1,414 1,938x10"
12 0 0 1,650 x10*
13 0 1,414 1,633 x10"

Les coefficients de détermination et le coefficient de détermination ajusté obtenus sont élevés

(99,20% et 96,8720%) ce qui signifie que la réponse est trés bien expliquée par le modéle

proposé. Les résultats obtenus montrent que les termes quadratiques « AA, BB » des deux
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facteurs concentration de solvant et temps de macération, 1’interaction AB et le facteur temps de
macération B ont des effets significatifs tandis que le facteur concentration de solvant A n’est pas
significatif (Annexe 5). .Le modéle polynomial qui prédit la réponse taux des polyphénols est

exprimé en termes des codes facteurs comme suit:
Taux en PT =79632 - 1378,4 A - 20,42 B + 7,648 A*A + 0,001763 B*B + 0,2074 A*B

Le diagramme de Pareto (figure 77) indique que le taux des polyphénols dépend principalement
du terme quadratique de concentration du solvant suivi par l’interaction des deux facteurs
(concentration du solvant et temps de macération), du temps de macération et du terme
quadratique du temps de maceération. Le terme linéaire de concentration de solvant n’est pas

significatif pour ce modéle.

Terme 2,36
T

AB

A : Concentration solvant ;

BB B : temps de macération

AA : terme quadratique de

concentration du solvant

BB : terme quadratique du temps

de macération

0 5 10 15 20 25 | AB: Interaction des deux facteurs
Effet normalisé

Figure 77. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions d’extraction des polyphénols totaux de I’aubergine crue

La figure 78 représente la surface de réponse et la courbe d’iso-réponse. D’aprés ces résultats, on
remarque que les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se trouvent dans la zone rouge

limitée par les points : concentration du solvant (60-63,5 %) et temps de macération (60-200 min).
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Taux des polyphénols
totaux 19388,58)
(Mg EAG/g d'extrait)
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Figure 78. Surface de réponse du taux des polyphénols en fonction de la concentration du
solvant et du temps de macération pour I’extraction des polyphénols de I’aubergine crue

Les valeurs optimales des facteurs et la prédiction de la réponse ont été calculées en fonction de
la désirabilité 1 (figure 79).

Optimal M A B

. ax 100,0 1440,0
o 1'090 Act [60,0] [60,0]
Prévoir Min 60,0 60,0

C15
Maximum
y = 2,399E+04
d = 1,0000

Figure 79. Optimisation de la concentration du solvant et du temps de macération
pour I’extraction des polyphénols de I’aubergine crue en fonction de la désirabilité1

Les conditions optimales sont comme suit: concentration du solvant (60%) et temps de
macération (60min). La teneur prédite des taux polyphénols est de 2,399x 10* ug EAG/g d’extrait
sec

4.1.3. Confirmation du modéle optimisé par rapport a la concentration du solvant et au
temps de macération pour ’extraction des polyphénols de ’aubergine crue

Les valeurs optimales obtenues ont été vérifiées expérimentalement (tableau 58).
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Tableau 58. Taux de polyphénols prédit et mesuré de I’aubergine crue

Points Taux de polyphénols prédit (ug Taux de polyphénols mesuré
EAG/g d’extrait sec) (ug EAG/g d’extrait)
(60%, 60min) 2,399x 10° 2,400x 10°

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans aucune différence

significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modele.
4.2. L’aubergine cuite al’eau

4.2.1. Plan de criblage et selection des conditions de cuisson a I’eau et d’extraction des
polyphénols totaux de I’aubergine

La conception de la matrice de Plackett-Burmann a été réalisée en tenant compte des sept
facteurs (A : temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’cau de cuisson ; D :
concentration de solvant ; E : temps de maceération ; F : temps d’ultrasonication et G : broyage).

Les réponses obtenues des 12 essais sont enregistrées dans le tableau 67.

Tableau 59. Matrice d’essais du plan Plackett-Burmann pour la détermination du taux en
polyphénols totaux de I’aubergine cuite a I’eau

N° Taux des polyphénols
d’essai A B c D E F G (1g EAG/gpd’£rait sec)
1 1 1 1 -1 1 1 -1 1,784 x10°
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1,764 x10°
3 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1,094 x10°
4 1 -1 1 1 -1 1 -1 0,987x10*
5 1 1 -1 1 1 -1 1 1,574x10"
6 -1 -1 -1 1 1 1 -1 0,868x10*
7 -1 1 1 1 -1 1 1 1,503x10"
8 -1 1 1 -1 1 -1 -1 0,675 x10*
9 -1 -1 1 1 1 -1 1 1,254 x10°
10 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1,106 x10°
11 1 -1 -1 -1 1 1 1 1,553 x10*
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1,191 x10°

A : temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration du solvant ; E : temps de macération ; F : temps d ultrasonication ; G : broyage

Le modele prédit est significatif (P <0,05). Les deux facteurs qui ont montré des effets
significatifs sur la réponse sont le temps de cuisson et la température de cuisson. Les coefficients
de détermination et de détermination ajusté obtenus sont élevés (93,48% et 82,06%) ce qui
signifie que la réponse est trés bien expliquée par le modele proposé (Annexe 5).

Le modele polynomial qui prédit la réponse taux des polyphénols est exprimé en termes des

facteurs comme suit :
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Taux en PT =12799 - 2323 A-1818B-646 C+ 124 D + 1159 E-388 F + 477 G

Les deux facteurs ( temps et température de cuisson) ont des effets négatifs sur la réponse taux des

polyphénols (Annexe5). Le diagramme de Pareto (figure 80) montre que le taux des polyphénols

dépend principalement du temps de cuisson suivi par la température de cuisson. La concentration

du solvant, le temps de macération, le temps d’ultrasonication et le broyage ne présentent pas des

effets significatifs sur la réponse.

Terme

2,776
T

Effet normalisé

4 5 (=3

: temps de cuisson ;
: température de cuisson ;
s volume d’eau de cuisson

: concentration de solvant ;

: temps de macération ;
. temps d ultrasonication ;

: broyage

Figure 80. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05) des conditions
d’extraction des polyphénols et de la cuisson & 1’eau de 1’aubergine

4.2.2. Modélisation et optimisation des conditions de la cuisson a I’eau de I’aubergine

Les deux facteurs (temps de cuisson et température de cuisson) ont été sélectionnés par le plan

de criblage pour effectuer I’optimisation (tableau 60).

Tableau 60. Matrice d’essais du plan composite centré pour la détermination du taux en
polyphénols totaux de I’aubergine cuite a I’eau

N° Niveaux du facteur temps Niveaux du facteur température Taux des polyphénols
d’essai de cuisson (A) de cuisson (B) (ug EAG/g d’extrait sec)
1 0 0 1,133x10*
2 -1 1 1,343x10"
3 -1 -1 10010,96
4 0 0 1,140x10"
5 1 -1 1,609x10*
6 1 1 1,233x10*
7 0 0 1,119x10°
8 -1,414 0 0,810x10*
9 0 0 1,133 x10°
10 1,414 0 1,233 x10°
11 0 -1,414 1,242 x10*
12 0 0 1,133 x10*
13 0 1,414 0,817 x10°

138




Résultats et discussion 4. L’aubergine

Quatre termes ayant une valeur p inférieure a 0,05 indiquant ainsi un effet significatif. Ces
facteurs sont : les termes quadratiques des deux facteurs (temps de cuisson et température de
cuisson), l’interaction entre les deux facteurs et le terme linéaire du facteur température de
cuisson. Le R? indique que le modele explique plus de 98,11% de la variabilité de la réponse
(Annexe 5). Le modéle polynomial, qui prédit la réponse taux des polyphénols, est exprimé en

termes des codes facteurs comme suit;
Taux en PT = 174945 + 4527A - 4548B - 41,70 A*A + 28,36 B*B - 31,69 A*B

Le diagramme de Pareto (figure 81) montre que le taux des polyphénols dépend principalement
des termes quadratiques des deux facteurs (temps de cuisson et température de cuisson),

I’interaction entre les deux facteurs et le terme linéaire du facteur température de cuisson.

Terme 2,36
T

AA

BB

A : temps de cuisson;

B : température de cuisson

AA : carré du temps de cuisson

BB : carré de de la température de
cuisson

AB : interaction entre les deux facteurs

AB

o 2 4 6 8 10 12 14
Effet normalisé

Figure 81. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif)
normalisés (p=0,05) des conditions de cuisson a I’eau de I’aubergine

La surface de réponse et la courbe d’iso-réponse sont présentées dans la figure 82.
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Figure 82. Surface de réponse du taux des polyphénols en fonction du temps et de la
température de cuisson a I’eau de I’aubergine
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D’aprés ces résultats, on remarque que les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se
trouvent dans la zone rouge limitée par les points: temps de cuisson (20- 27,07 min) et

température de cuisson (80-81°C).

L’optimisation des deux facteurs a été réalisée en fonction d’une désirabilité de 1. Les resultats

obtenus sont montrés dans la figure 83.

Optimal v A B

: ax 30,0 100,0
D: 1,000 act [23,9394] (80,01
Prévoir Min 10,0 80,0

C10
Maximum
vy = 1,638E+04
d = 1,0000

Figure 83. Optimisation de la température et du temps de la cuisson a I’ecau de
I’aubergine en fonction de la désirabilitél

Les conditions optimales obtenues sont comme suit: temps de cuisson (24 min.) et température
de cuisson (80°C). La teneur prédite des taux polyphénols est de 1,638 x 10* ug EAG/g d’extrait

SecC.

4.2.4. Confirmation du modele optimisé par rapport a la température et au temps de la

cuisson a I’eau de ’aubergine
Les valeurs optimales obtenues ont été vérifiées expérimentalement. Les résultats obtenus sont

montrés dans le tableau 61.

Tableau 61. Taux de polyphénols prédit et mesuré de I’aubergine cuite a I’eau

Points Taux de polyphénols prédit (ug Taux de polyphénols mesuré
EAG/g d’extrait sec) (ug EAG/g d’extrait sec)
(24 min, 80°C) 1,638 x10" 1,639x 10"

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans aucune

différence significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modele.
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4.3. L’aubergine cuite a la vapeur

4.3.1. Plan de criblage et sélection des conditions de cuisson & la vapeur et d’extraction des
polyphénols totaux de I’aubergine

Les résultats des essais de la matrice de Plackett —Burmann, en termes des facteurs testés (A :
temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’eau de cuisson ; D : concentration de
solvant ; E : Temps de macération ; F : temps d’ultrasonication et G : broyage) sont récapitulés

dans le tableau 62.

Tableau 62. Matrice d’essais du plan Plackett-Burmann pour I’évaluation du taux en polyphénols
totaux de I’aubergine cuite a la vapeur

N° Taux des polyphénols
d’essai A B C D E F G (g EAG/gp e;/t?ait Sec)

1 1 1 -1 1 1 -1 1,277x10"

2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1,289x10"

3 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1,026x10"

4 1 -1 1 1 -1 1 -1 1,006x10"

5 1 1 -1 1 1 -1 1 1,554 x10°

6 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1,366 x10°

7 -1 1 1 1 -1 1 1 1,128 x10°

8 -1 1 1 -1 1 -1 -1 1,376 x10°

9 -1 -1 1 1 1 -1 1 1,675x10"

10 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1,765x10"

11 1 -1 -1 -1 1 1 1 1,087x10"

12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1,087x10"

A : temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration du solvant ; E : temps de macération ; F : temps d 'ultrasonication ; G : broyage

La valeur de coefficient de détermination R? indique que le modéle explique plus de 89,85% de la
variabilité de la réponse. La valeur de P pour ce modeéle est inferieure a 0,05 ce qui indique que le
modele est significatif. Les variables ayant un effet significatif (p < 0,05) sur la réponse « taux
des polyphénols » sont la température de cuisson et le temps d’ultrasonication.

L’équation polynomiale pour la réponse (taux des polyphénols) est représentée comme suit :
Tauxen PT=13035+627 A-1451B-3C-431D-780E + 1214 F+ 763 G

Le facteur température de cuisson présente un effet négatif sur la réponse tandis que le temps

d’ultrasonication présente un effet positif (Annexe 5).

Le diagramme de Pareto (figure 84) montre que le taux des polyphénols dépend principalement
de la température de cuisson suivi par le temps d’ultrasonication. Les effets associés au volume
d’eau de cuisson, le temps de cuisson, le temps de macération et la concentration du solvant et le

broyage ne sont pas significatifs dans ce modéle.
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Terme 2,776
1

A : temps de cuisson ;

B : température de cuisson ;
C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration de solvant ;
E : temps de macération ;

F : temps d’ultrasonication ;
G : broyage

0 1 2 3 4
Effet normalisé

Figure 84. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05) pour les conditions
d’extraction des polyphénols et de la cuisson a la vapeur de I’aubergine

4.3.2. Modélisation et optimisation des conditions de cuisson a la vapeur et d’extraction
des polyphénols de I’aubergine

Les deux facteurs sélectionnés par le plan de criblage sont optimisés par le plan composite centré
(tableau 63).

Tableau 63. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en
polyphénols de I’aubergine cuite a la vapeur

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur Taux des polyphénols
d’essai | température de cuisson (A) temps d’ultrasonication (B) (Mg EAG/g d’extrait sec)

1 0 0 1,838 x10*

2 -1 1 0,979 x10”

3 -1 -1 1,513 x10°

4 0 0 1,727 x10°

5 1 -1 1,515 x10°

6 1 1 1,228 x10°

7 0 0 1,700 x10*

8 -1,414 0 1,495 x10°

9 0 0 1,786x10"

10 1,414 0 1,319x10"

11 0 -1,414 1,228x10"

12 0 0 1,783x10"

13 0 1,414 1,838 x10*

La valeur de R? est de 91,66% ce qui signifie que le modéle mathématique correspond bien a la
réponse. Les coefficients de détermination obtenus sont élevés ce qui indique une réponse
satisfaisante par rapport a 1’ajustement des données du modéle de régression quadratique

(Annexe 5). Le modele polynomial exprimé en termes des codes facteurs est comme suit:

Taux en PT=109755 - 2461 A + 323 B + 10,14 A*A - 20,52 B*B + 17,85 A*B
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La température de cuisson (A) et le temps d’ultrasonication (B) ont affecté significativement le
taux des polyphénols totaux. Le carré de temps d’ultrasonication (BB) a affecté significativement
la réponse tandis que AA n’a présenté aucune différence significative. L'analyse des interactions
entre les deux facteurs a montré que AB a eu un effet significatif su la réponse (taux des

polyphénols) ces résultats sont représentés dans le diagramme de Pareto (figure 85).

Terme 2365
T

BB

A : température de cuisson ;

B : temps d’ultrasonication

AA : carré de température de cuisson
BB : carré de temps d ultrasonication
AB : interaction des deux facteurs

Effet normalisé

Figure 85. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions d’extraction des polyphénols et de la cuisson a la vapeur de 1’aubergine

La surface de réponse et la courbe d’iso-réponse pour le taux des polyphénols en fonction de la

température de cuisson et le temps d’ultrasonication, sont représentées dans la figure 86.
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Figure 86. Surface de réponse du taux des polyphénols totaux en fonction
du temps d’ultrasonication et la température de cuisson a la vapeur de 1’aubergine

D’aprés ces résultats, les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se situent dans la zone

rouge limitée par les points : température de cuisson (97,07-100°C) et temps d’ultrasonication
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(45-60min). Les valeurs optimales des deux facteurs ont été calculées a une désirabilitée de 1
(figure 87).

Optimal M A B

. ax 100,0 60,0
D: ’1,00_0 Act [100,0] [51,5152]
Prévoir  Min 80,0 30,0

c17
Maximum
y = 1920E+04
d = 1,0000

Figure 87. Optimisation du temps d’ultrasonication et de la température de cuisson
a la vapeur de 1’aubergine en fonction de la désirabilitél

Les conditions optimales obtenues sont comme suit: température de cuissson (100°C) et temps
d’ultrasonication (51,51min), la valeur prédite de la réponse taux des polyphénols est de 1,92 x

10* pg EAG/g d’extrait sec.

4.3.3. Confirmation du modéle optimisé par rapport au temps d’ultrasonication et a la
température de cuisson a la vapeur de ’aubergine

Les valeurs optimales obtenues ont été vérifiées expérimentalement. Les résultats obtenus sont
montrés dans le tableau 64.

Tableau 64. Taux de polyphénols prédit et mesuré de I’aubergine cuite a la vapeur

Points Taux de polyphénols prédit (ug Taux de polyphénols mesuré
EAG/g d’extrait sec) (ug EAG/g d’extrait sec)
(100°C, 51,51) 1,92 x 10° 1,88 x 10°

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modéle mathématique sans différence

significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modele.

4.4. L’aubergine cuite par microonde

4.4.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions de la cuisson par microonde et
d’extraction des polyphénols totaux de I’aubergine

Les résultats des 12 essais de la matrice du plan Plackett-Burmann en fonction des sept
facteurs (A : temps de cuisson; B : puissance; C : volume d’eau de cuisson ; D : concentration
de solvant ; E : temps de macération ; F : temps d’ultrasonication et G : broyage) sont regroupés

dans le tableau 65.
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Tableau 65. Matrice d’essais du plan Plackett-Burmann pour I’évaluation du taux en polyphénols
totaux de I’aubergine cuite par microonde

N° Taux des polyphénols
d’essai A B C D E F G (ug EApG/é/pMS)
1 -1 1 1 1 -1 1 1 1,890 x10*
2 -1 -1 1 1 1 -1 1 2,209x10"
3 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1,564x10"
4 -1 1 1 -1 1 -1 -1 1,00 x10*
5 1 -1 -1 -1 1 1 1 1,456x10"
6 1 -1 1 -1 -1 -1 1 2,345x10*
7 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,987x10"
8 -1 -1 -1 1 1 1 -1 2,287x10"
9 1 -1 1 1 -1 1 -1 1,498x10"
10 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1,865x10"
11 1 1 1 -1 1 1 -1 1,235x10"
12 1 1 -1 1 1 -1 1 1,798x10"

A : temps de cuisson ; B : puissance ; C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration du solvant ; E : temps de macération ; F : temps d ultrasonication ; G : broyage

Les résultats obtenus montrent que la valeur de R? est de 93,05% ce signifie que le modéle
explique plus de 93,05% % de la variabilité de la réponse. Le modele mathématique prédit est
significatif ( p <0 ,05). Les variables ayant un effet significatif (p < 0,05) sur la réponse « taux des
polyphénols » sont: le temps de cuisson et le volume d’eau ajoutée pendant la cuisson.

L’équation polynomiale pour la réponse (taux des polyphénols) est représentée comme suit :
Tauxen PT =16782-2155A+932B+2801C-1348D - 1163 E + 1472 F + 272 G

Le facteur temps de cuisson présente un effet négatif sur la réponse tandis que le volume d’eau
présente un effet positif. Le diagramme de Pareto (figure 88) apporte les mémes conclusions que
les valeurs-p. Il montre que le taux des polyphénols dépend principalement du volume d’eau

ajouté suivi par le temps de cuisson.

Terme 2,776
T

A : temps de cuisson ;

B : puissance du microonde

C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration de solvant ;
E : temps de macération ;

- i F : temps d’ultrasonication ;
: G : broyage

H
(0] 1 2 3 4 5
Effet normalisé

Figure 88. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05) pour les conditions
d’extraction des polyphénols et de la cuisson par microonde de I’aubergine
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4.4.2. Modélisation et optimisation des conditions de cuisson par microonde de I’aubergine
L'optimisation des parametres significatifs de la cuisson (temps de cuisson et volume d’eau ajouté
lors de la cuisson) pour obtenir un maximum de polyphénols totaux a été réalisée par le plan de
composite centré (tableau 66).

Tableau 66. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en polyphénols
totaux de I’aubergine cuite par microonde

N° Niveaux du facteur temps Niveaux du facteur Taux des polyphénols
d’essai de cuisson (A) volume d’eau ajouté (B) (Mg EAG/g d’extrait sec)
1 0 0 1,555x10"
2 -1 1 2,184 x10*
3 -1 -1 1,655x10"
4 0 0 1,545 x10°
5 1 -1 1,555 x10*
6 1 1 2,180 x10*
7 0 0 1,326 x10*
8 -1,414 0 1,865x10"
9 0 0 1,461 x10°
10 1,414 0 1,522 x10°
11 0 -1,414 1,087 x10*
12 0 0 1,548 x10*
13 0 1,414 1,88 x10*

Le modéle mathématique explique 98,98% de la réponse ce qui est excellent. Les coefficients de
détermination obtenus sont élevés ce qui indique une réponse satisfaisante par rapport de
I’ajustement des données du modéle de régression quadratique (Annexe 5). Le modéle polynomial

prédit est exprimé comme suit:
Taux en PT = 366120 - 37920 A - 1389 B + 1003 A*A + 4,399 B*B + 80,7 A*B

Les résultats obtenus montrent que les cing termes ont des effets significatifs sur la réponse. Le
diagramme de Pareto (figure 89) montre que le taux des polyphénols dépend principalement du
facteur volume d’eau ajouté , suivi par les facteurs : temps de cuisson, terme quadratique du

temps de cuisson, interaction des deux facteurs et terme quadratique du volume d’eau.
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A : temps de cuisson;

B : volume d’eau ajouté

AA : carré du temps de cuisson
BB : carré de volume d’eau de
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AB : Interaction entre le temps
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Figure 89. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions de cuisson par microonde de 1’aubergine

La surface de réponse et les courbe d’iso réponse sont présentées dans la figure 90.
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Figure 90. Surface de réponse du taux des polyphénols en fonction du volume d’cau et le temps
de cuisson par microonde de I’aubergine

D’apres la figure 90, les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se trouvent dans la

zone rouge limitée par les points : temps de cuisson (15-15,2 min) et volume d’eau ( 48-50 ml).

Les valeurs optimales des facteurs
obtenus sont montrés dans la figure 91.

ont été calculées a une désirabilité de 1. Les résultats
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Optimal y A B

. ax 18,0 50,0
D: 1000 pct [15.0] [50,0]
Prévoir  Min 15,0 10,0

C10

Maximum
y = 2,499E+04

d = 1,0000

Figure 91. Optimisation du volume d’eau ajoutée et du temps de cuisson
par microonde de I’aubergine en fonction de la désirabilité 1.

Les conditions optimales obtenues sont comme suit: temps de cuisson (15 min) et volume
d’eau ajouté (50ml). La teneur prédite des taux polyphénols est de 2,499x 10*ug EAG/g d’extrait

Sec.

4.4.3. Confirmation du modeéle optimisé par rapport au volume d’eau ajoutée et au temps de

cuisson par microonde de ’aubergine

Les valeurs optimales obtenues ont été vérifiées expérimentalement. Les résultats obtenus sont

indiqués dans le tableau 67.

Tableau67. Taux de polyphénols prédit et mesuré de 1’aubergine cuite par microonde

Points Taux de polyphénols prédit (ug Taux de polyphénols mesuré
EAG/g d’extrait sec) (ug EAG/g d’extrait sec)
(15min, 50ml) 2,499x 10* 2,498 x 10°

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans différence

significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modéle.

4.5.Effet de la cuisson sur les taux en polyphénols totaux et en flavonoides de I’aubergine

Les taux en polyphénols totaux et en flavonoides des aubergines crues et cuites sont mentionnés

dans la figure 92.
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Figure 92. Taux en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits de I’aubergine
(1 :Polyphénols totaux, 2 : flavonoides)

A T’issu des résultats obtenus, 1’aubergine semble étre riche en polyphénols totaux et en
flavonoides. Les teneurs obtenues sont de 24000 pug EAG/ g d’extrait sec et 14789 EQ ug

EAG/ g d’extrait sec respectivement.

Lima et al. (2008), Raigon et al. (2010) et Zambrano-Moreno et al. (2015) ont également signalé
des teneurs élevées en polyphénols et en flavonoides dans I'aubergine. Zambrano-Moreno et al.
(2015) ont montré que la teneur en polyphénols est de 38,95 mg EAG /100 g du poids frais.
Raigon et al. (2008) ont obtenu une teneur de 48,26 mg EAG /100 g du poids frais, bien que ces
auteurs aient étudié plusieurs variétés différentes d'aubergines qui n’incluent pas la variété

utilisée dans cette étude.

Dans le but d’étudier les fluctuations des polyphénols au cours de développement de trois
variétés d’aubergines, Esteban et al. (1992) ont constaté que les valeurs les plus élevées des

polyphénols totaux ont été atteintes a la maturation physiologique. Les teneurs obtenues sont de
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130, 160 et 200 mg EAG/100g du poids frais pour les variétés 'semi-ronde dépouillée *,' ronde

noire, logue noire ', respectivement.

Par comparaison a d’autres travaux, nos résultats sont différents. Cette différence pourrait étre
due a plusieurs facteurs notamment le standard polyphénolique utilis€ pour I’expression des
résultats, la variété d’aubergine étudiée, le génotype et les conditions pédoclimatiques de leur
culture. A titre d’exemple, Nifio-Medina et al. (2017) ont analysé les composés polyphénoliques
de cinq types d'aubergines commercialisés provenant de différents pays et cultivés en Mexique.
Les teneurs en polyphénols totaux obtenues sont de 1350 & 2049 mg d'équivalents d'acide
chlorogénique /100 g du poids frais. De méme, Ninfalli et al. (2005) ont évalué le contenu des
composés phénoliques de deux variétés d'aubergines «Beauté» et «Violetta Lunga», ils ont
signalé des teneurs de 57 et 64 mg d'équivalents d'acide caféique/ 100 g du poids frais

respectivement.

Dans le méme contexte, San José et al. (2013) ont étudié la composition chimique de sept
variétés d'aubergines, se caractérisant par des fruits de différentes formes (longue, ovale, semi
longue) et couleurs (violette foncée, violette, blanches avec rayures violettes et blanche)
d’aubergine. Ces auteurs ont trouvé des teneurs qui varient de 41 a 81 mg d’équivalent d’acide
chlorogénique /100 g du poids frais. Kaur et al. (2014) ont évalué teneur en polyphénols totaux
de 34 génotypes d'aubergines indiennes (8 sauvages, 4 vertes, 2 blanches et 20 violettes). Ils ont
constaté une grande variabilité de teneurs, comprises entre 22-234, 44-90, 50-56 et 22-73mg
EAG / 100 g du poids frais pour les génotypes sauvages, verts, blancs et pourpres
respectivement. 1ls ont conclu que la plupart des génotypes sauvages représentent un

germoplasme précieux pour les composés bioactifs par rapport aux génotypes commercialisés.

Concernant les taux en flavonoides obtenus des aubergines crues, ils sont équivalents a 14789
ug EQ / g d’extrait sec. Cette valeur est nettement différente de celles obtenues par d’autres
auteurs. De méme, cette différence pourrait étre due a plusieurs facteurs notamment le solvant
d’extraction et le standard utilisés pour 1’expression des résultats, en plus des facteurs
génotypiques et pédoclimatiques. Bor et al. (2006) ont effectué I'extraction avec 1’eau, ils ont
trouvé une teneur totale en flavonoides plus elevée, équivalent a 1733 mg EQ / 100 g du poids
frais D’autres auteurs ont utilisé la catéchine comme standard polyphénolique au lieu de la
quercétine, notamment Akanitapichat et al. (2010) qui ont rapporté que les teneurs en flavonoides

de cing variétés d'aubergine de Thailande varient de 1991 a 3954 mg EC/ 100 g du poids frais et

Kaur et al. (2014) cités précédemment ont quantifié la teneur en flavonoides de 34 génotypes
d'aubergines indiennes, ils ont signalé des teneurs allant de 5 a 26 mg de EQ / 100 g du poids frais

chez les génotypes sauvages, 6 a 12 mg de EQ/ 100 g dans les génotypes verts, 9 a 11 mg EQ /
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100 g du poids frais chez les génotypes blancs et 3 a 10 mg d’EQ / 100 g du poids frais dans les

génotypes pourpres.

La cuisson & 1’eau et a la vapeur a diminueé la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides. Les
teneurs en polyphénols totaux obtenues sont de 16390 et 18800ug EAG/g d’extrait sec
respectivement. Cependant, les teneurs en flavonoides sont de 9876 et 10008,7ug EQ/ g d’extrait

secs pour les deux échantillons d’aubergines cuites a I’eau et a la vapeur respectivement.

L’analyse des eaux de cuisson montre qu’elles contiennent des quantités non négligeables de
polyphénols totaux et de flavonoides, résultants du phénomene de diffusion. Les teneurs en
polyphénols totaux enregistrées dans les eaux de cuisson des deux modes (par ébullition et a la
vapeur) sont de 3006 et 2400 ug EAG/g d’extrait sec, respectivement. Tandis que les teneurs en
flavonoides obtenues dans ces eaux sont de 1098,78 et 689,23 ug EQ/ g d’extrait secs,
respectivement. Cette réduction observée pendant la cuisson est due soit a la destruction de ces
composés, soit aux réarrangements chimiques telles que les liaisons formées entre les composés
phénoliques avec d'autres substances organiques (Volf et al., 2014 ; Leticia et al., 2017) .De plus,
les températures élevées peuvent augmenter la perméabilité des membranes facilitant ainsi la
lixiviation des composés phénoliques et cela est confirmé par I’obtention des quantités
considérables des composés phénoliques dans les eaux de cuisson des aubergines a 1’eau et a la

vapeur (Leticiaetal., 2017).

Les résultats enregistrés dans la présente étude sont différents de ceux obtenus par Lo scalzo et
al.(2010) et Chumyam et al. (2013) qui ont trouvé une augmentation de la teneur des polyphénols

apres cuisson a I’eau et a la vapeur

La cuisson a provoqué une augmentation du contenu en composés phénoliques et en flavonoides
des aubergines cuites par microonde. Les teneurs obtenues en polyphénols et en flavonoides sont
de 24989ug EAG/g et 16789,89ug EQ/ g d’extrait sec respectivement. Cela peut étre expliqué
par le fait que les polyphénols peuvent se diffuser des tissus végétaux mais restent conservés dans

les cellules des aubergines cuites.

En se référant a la bibliographie, Gébmez-Mascaraque et al. (2017) ont montré que la quantité de
tous les composés phénoliques liés aux cellules a considérablement augmenté apres cuisson et les

polyphénols restent encapsulés dans la matrice végétale.

Selon Inoue et al. (2010) et Jawad et Langrish, (2012), le traitement par microonde provoque la
rupture des cellules végétales ce qui provoque la libération des composés phénoliques.
Cependant, Zaro et al., (2015) ont signalé une rétention différentielle de ces composés dans les

génotypes d'aubergines aprés cuisson et traitement.
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Zambrano-Moreno et al. (2015) ont rapporté que les polyphénols solubles, hydrolysables et les
flavonoides ont augmenté lorsque l'aubergine a été soumise a des traitements thermiques. La
teneur en polyphénols a augmenté jusqu'a prés de 60% aprés 1’ébullition, et jusqu'a 69% pour les
aubergines cuites a la vapeur. Braga et al. (2011) ont rapporté que la teneur en polyphénols

totaux d’aubergine bouillie avait augmenté de 77% par rapport a l'aubergine fraiche.

Ces augmentations sont dues a la libération de polyphénols qui se produisent suite a la destruction
thermique des parois cellulaires et des compartiments intracellulaires. En outre, un contenu accru
de polyphénols résulte de la réduction de Il'oxydation des polyphénols qui se produit par

I'inactivation thermique de I'oxydation enzymatique (Mennella et al., 2010 ; Braga, et al., 2011).
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4.6.Analyse chromatographique liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-
MS/MS) des extraits de I’aubergine
Les résultats de la quantification et 1’identification des composés phénoliques par LC-MS /MS

sont consigneés dans la figure 93 et le tableau 68.
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Figure 93.Analyse LC-MS /MS des extraits de 1’aubergine
A : aubergine crue, B : Cuite & I’eau, C : Cuite & la vapeur, D, Cuite par microonde, E : eau de cuisson
(éullition), F : eau de cuisson (a la vapeur) acide quinique, 2: acide malique, 3: acide ferrulique, 4: acide
gallique, 5: acide chlorogénique, 6: acide protocatechuique, 7: acide tannique, 8: acide caféique, 9: vanilline, 10:
p-Coumaricacide, 11: Rosmarinic Acide 12: Hesperidine, 13: Rutine, 14: Hyperoside, 15: 4-OH Acide
benzoique, 16: Acide salicylique, 17: Myricétine, 18: Coumarin 19 Kaempferol :, 20: Quercétine, 21:
Hesperetine, 22: Naringénine , 23: Luteolin, 24: Fisetin, 25: Apigenin, 26: Rhamnetin, 27: Chrysine
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Tableau 68. Identification et quantification des composés phénoliques et leurs dérivés des extrais de I’aubergine par LC-MS/MS

N° | Composé lon parent | MS2 (énergie de collision) Quantification (g analyte / g d'extrait)
(m/z) CR CE cV CM ECE ECV
1 Acide quinique 190,95 85 (22), 93 (22) 3456,87 108,87 110,08 1273,06 49,89 12,78
2 Acide mallique 133,05 115 (14), 71 (17) 3567,87 156,76 160,76 1339,06 50,78 24,46
3 Acide Férrulque 172,85 85 (12). 129 (9) 7897,01 345,76 1023,78 | 8578,87 49,78 25,87
4 Acide gallique 169,05 125 (14), 79 (25) 5984,87 398,78 1200,76 | 6107,98 123,87 24,98
5 Acide chlorogénique 353 191 (17) 10089,87 1000,87 | 4209,87 | 10098,78 345,76 376,98
6 | Acide protocatéchique 152,95 109 (16), 108 (26 ND ND ND ND ND ND
7 Acide tannique 182,95 124 (22), 78 (34) ND ND ND ND ND ND
8 Acide caféique 178,95 135 (15), 134 (24), 89 (31) 9087,193 999,87 9086,78 | 4568,96 51,87 9,78
9 Vanilline 151,05 136 (17), 92 (21) 346,87 56,78 46,78 49,78 ND ND
10 Acidep- coumarique 162,95 119 (15), 93 (31) ND ND ND ND ND ND
11 Acide rosmarinique 358,9 161 (17), 133 (42) ND ND ND ND ND ND
12 Hespéridine 611,1 303,465 ND ND ND ND ND ND
13 Rutine 609,1 300 (37), 271 (51), 301 (38) 356,87 354,90 567,87 5634 ,98 ND ND
14 Hyperoside 463,1 300,301 ND ND ND ND ND ND
15 | 4-OH acide benzoique 136,95 93,65 ND ND ND ND ND ND
16 Acide salicylique 136,95 93,65,75 ND ND ND ND ND ND
17 Myricétine 317 179,151,137 ND ND ND ND ND ND
18 Coumarine 146,95 103,91,77 ND ND ND ND ND ND
19 Kaempférol 264.95 217,133,151 ND ND ND ND ND ND
20 Quercetine 300,9 179,151,121 508,87 2546,89 | 3450,87 | 8760,87 ND ND
21 Hespérétine 300,95 164,136,108 ND ND ND ND ND ND
22 Naringinine 270,95 151,119,107 ND ND ND ND ND ND
23 Lutéoléine 284,95 175,151,133 ND ND ND ND ND ND
24 Fisétine 284,95 135,121 ND ND ND ND ND ND
25 Apigénine 268.95 151,117 ND ND ND ND ND ND
26 Rhamnétine 314.95 165,121,300 ND ND ND ND ND ND
27 Chrysine 253 143,119,107 ND ND ND ND ND ND

ND :non déterminé CR : aubergine crue ;CE : aubergine cuite dans [’eau; CV : aubergine cuite a la vapeur; CM : aubergine cuite par microonde ; ECE : eau de cuisson par ébullition ; ECV : eau de
cuisson par vapeur
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Deux acides organiques (acide quinique et acide malique) et sept composés phénoliques ont été
détectés et quantifiés dans ’aubergine et qui sont: acide ferrulique, acide gallique, acide

chlorogénique, acide caféique, vanilline, rutine et quercétine.

Le composeé major est I’acide chlorogénique, ce composé a été déja cité dans plusieurs études.
Clifford (1999) et Clifford (2000) ont rapporté que l'acide chlorogénique (ou acide 5-
caffeoylquinique) est le plus largement répandu dans l'aubergine, tandis que ses isomeres : acide
cryptochlorogénique (acide 4-caffeoylquinique) et acide néochlorogénique (acide 3-

caffeoylquinique) se trouvent en petites quantités.

Plazas et al. (2013) ont évalué le contenu d’acide chlorogénique dans 18 variétés d'aubergines
d'origine espagnole de différentes tailles, formes et couleurs (noire-blanche, violette, rayé violette
et verte blache stries violettes). Ils ont trouvé une teneur moyenne qui varie entre 355 mg /100 g

et 627 mg/ 100 g de matiere seche.

Garcia-Salas et al.(2014) ont identifié de nouveaux acides phénoliques par HPLC-DADESI- TOF-
MS dans l'aubergine (variété a rayures violettes) incluant six isoméres de déshydrodimére
caffeoylquinique et I'acide caffeoylshikimique, bien que les structures chimiques de ces composés

n'ont pas été signalées par les auteurs.

On remarque que la teneur en composés phénoliques détectée varie en fonction du mode de
cuisson. Pour les aubergines cuites a I’eau, une diminution des teneurs de tous les composes
phénoliques sauf la quercétine qui a augmenté aprés cuisson. L’analyse d’eau de cuisson a montré
la présence de faibles quantités de 1’acide ferrulique, de 1’acide gallique, de I’acide caféique et une

quantité considérable de I’acide chlorogénique,

Pour la cuisson a la vapeur, 1’effet de la vapeur varie selon la structure des composés phénoliques.
Ce mode de cuisson a provoqué une diminution de I’acide ferrulique, de 1’acide gallique, de
1’acide chlorogénique et de la vanilline, une rétention de I’acide caféique et une augmentation de
la teneur en rutine et en quecétine. L’analyse de I’eau de cuisson a montré de faibles quantités de

I’acide ferrulique, 1’acide gallique, 1’acide caféique et I’acide chlorogénique.

Quant a la cuisson par microonde, elle a entrainé une augmentation des teneurs en acide
ferrulique, acide gallique, rutine , en quecétine ;une rétention de I’acide chlorogénique et une
diminution de la teneur d’acide caféique et de vanilline.

Ces variations quantitatives et qualitatives des composés polyphénoliques sont dues peut étre a la
différence de solubilité de ces composés. Les composés phénoliques se rencontrent a la fois dans
des formes solubles et insolubles. La plupart des polyphénols solubles sont localisés dans les

vacuoles des cellules végétales (Shahidi et Yeo, 2016). La diminution des composés phénoliques
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des différents composés au cours de la cuisson est due a 1’extractibilité accrue de ces composes

phénoliques dans les tissus mous cuits et humides (Zaro et al., 2015).

D'autre part, ’augmentation de certains composes apres cuisson est due a la libération des
composés phenoliques liés ou insolubles qui sont localisés dans la matrice des parois des cellules
végétales. Les composés phénoliques synthétisés dans les organes intracellulaires, principalement
le réticulum endoplasmique sont relachés et transportés dans la vacuole ou au niveau de la paroi
cellulaire, a travers le systeme de transfert de vésicules qui est un petit systéme bicouche
lipidique, qui peut contenir des composés phenoliques et facilite leur migration vers la matrice de

la paroi cellulaire (Meyer et al., 2009).

Les composés phénoliques transportés sont liés a des macromolécules telles que des protéines
structurales, de la cellulose et de la pectine par des liaisons covalentes via des liaisons éther-ester
et carbone-carbone dans la matrice de la paroi cellulaire, formant des composés phénoliques a
liaison insoluble, la fragilisation de ces liaisons par la chaleur (Shahidi et Yeo, 2016).

Des résultats différents sont rapportés par Zaro et al. (2015) qui ont trouvé que le contenu en
acide chlorogénique a augmenté considérablement apres cuisson a la vapeur et par ébullition.

Cependant la cuisson par microonde a entrainé des réductions significatives de ce compose.

4.7. Activité antioxydante des extraits de I’aubergine

Les résultats de la détermination de 1’activité antioxydante des aubergines crues et cuites sont
consignés dans la figure 94.

L’évaluation de D’activité antioxydante par la méthode DPPH a montré 1’existence d’une
différence significative (P<0,05) entre les différents extraits d’aubergine (crus et cuits a la vapeur,
a ’eau et par microonde). Le meilleur pourcentage d’inhibition a été constaté pour la cuisson par
microonde, suivie par la cuisson a la vapeur mais ils restent inférieurs au témoin (BHA).
Concenant les concentrations testées, I’activité antioxydante a augmenté avec 1’augmentation de
la concentration de I’extrait. Il existe une différence significative (p<0,05) entre les activités

antioxydantes des différentes concentrations.
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Figure 94. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de I’aubergine
(1: Méthode DPPH, 2 : Méthode ABTS, 3 : Méthode CUPRAC)

De méme pour

la méthode ABTS, il existe une différence significative (P<0,05) entre la

I’aubergine crue et les aubergines cuites. Le meilleur pourcentage d’inhibition a été constaté

avec le témoin (BHA). Concernant les concentrations testées, 1’activité antioxydante a augmenté

avec l’augmentation de la concentration de D’extrait. Il existe une différence

(p<0,05) entre les activités antioxydantes des différentes concentrations.
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Pour la méthode CUPRAC, une différence significative (P<0,05) entre les extraits d’aubergine
crue et des aubergines cuites a été enregistrée. Le pourcentage d’inhibition des extraits
d’aubergines cuites a été plus important que celui des extraits d’aubergines crues. Une différence
significative a été obtenue entre les activités antioxydantes des différentes concentrations

d’extraits testées.

Les trois méthodes de détermination de D’activité¢ antioxydante (DPPH, ABTS et CUPRAC
montrent que 1’aubergine crue présente une forte activité antioxydante par rapport a 1’aubergine
cuite. Les pourcentages pour une concentration de 1000 pg/ml sont de 79,09% pour la méthode
DPPH,, 87,96% pour la méthode ABTS et 73,09% pour la méthode CUPRAC.

La valeur d’IC50 est inversement liée a la capacité antioxydante d'un composé, car elle exprime la
quantité d'antioxydant requise pour réduire 50% de la concentration du radical. Plus IC50 est
faible , I'activité antioxydante d'un composé est élevée. Les valeurs d’IC50 sont présentées dans
le tableau69.

Tableau69. Valeurs d’IC50 pour ’activité antioxydante des extraits de I’aubergine

DPPH ABTS CUPRAC
Crue 51.60+0.74° 25.34+0.38° 45.18+0.89°
Cuite dans I’eau 45.89+0.85° | 22.260.63" 38.42+1.02"
Cuite a la vapeur 22.35+0.97°¢ 16.74+0.70° 26.29+0.60°
Cuite par microonde 18.98+0.53° 12.07 +1.09° 23.62+0.47°
Témoin (BHT) 12.97+0.50° 10.67+0.11° 15.13+0.54°

Pour chaque test, le méme exposant signifie ['absence de différence significative

Les trois modes de cuisson ont augmenté les valeurs de la capacité antioxydante par rapport a
I’état cru. Les extraits de 1’aubergine cuite par microonde ont la capacité antioxydante la plus
élevée par rapport aux extraits des aubergines cuites par ébullition & 1’eau et a la vapeur.

La capacité antioxydante, mesurée en tant que potentiel de piégeage des radicaux libres DPPH,

ABTS et réduction du Cu+2, a considérablement changé apres cuisson.

L'activité déterminée par ABTS est supérieure a celle déterminée par DPPH et CUPRAC. Ce
constat est en accord avec les résultats de Floegel et al. (2011) qui ont rapporté que la capacité
antioxydante détectée par le test ABTS est significativement plus élevée pour les fruits, les
Iégumes et les boissons par rapport a celles obtenues par les tests DPPH .

La capacité antioxydante est augmentée. Cette tendance s'explique par I'extraction de polyphénols
facilitée par la cuisson et les interactions et la synergie entre les composés phénoliques apres la

cuisson.Les valeurs IC50 pour différentes méthodes de cuissons étudiées indiquent que la cuisson
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par microonde est la plus efficace avec les valeurs IC50 les plus faibles, suivies de la cuisson par
a la vapeur et enfin de I'ébullition.

Ces resultats sont similaires a ceux obtenus par Zambrano-Moreno et al. (2015) qui ont montré
une augmentation de I’activité antioxydante par la cuisson.

Les valeurs des coefficients de Pearson et les valeurs de p sont consignés dans le tableau70.

Tableau 70. Correlations entre I’activité antioxydante et la teneur en polyphénols totaux
des extraits de I’aubergine

DPPH ABTS CUPRAC

r P r p r p
Cuite & I’eau -1 | <0,0001 -1 <0,0001 -1 < 0,0001
Cuite a la vapeur -0,999 | <0,0001 -1 <0,0001 -1 < 0,0001
Cuite par microonde -1 | <0,0001 -1 <0,0001 -1 <0,0001

Une forte corrélation negative a été obtenue entre la teneur en polyphénols totaux et 1’activité
antioxydante des aubergines cuites a 1’eau et a la vapeur et par microonde. Ce qui indique que la
diminution des composés phénoliques s’accompagne d’une augmentation de [’activité
antioxydante.

Uchida et al. (2017) ont trouvé une corrélation positive (r= 0,65) entre la teneur en polyphénols
totaux et 1’activité antioxydante des aubergines.

Pour chaque traitement thermique, Chumyam et al., 2013 ont trouvé une corrélation trés positive
entre la capacité antioxydante déterminée par DPPH et ABTS et le contenu phénolique total. Pour
Iactivité anti radicalaire DPPH , la cuisson par micro-onde a eu la corrélation la plus élevée(R? =
0,9803), suivie de la cuisson & la vapeur (R? = 0,9511),puis vient I'ébullition (R? = 0,9473). De
méme, pour la méthode ABTS, la cuisson par microonde avait la corrélation la plus élevée (R* =
0,9631), suivie par la cuisson a la vapeur (R* = 0,9277), et I’ébullition (R® = 0,9108) .

La cuisson conduit a des modifications de la quantité de polyphénols, mais elle peut également
modifier la structure des polyphénols,ce qui pourrait affecter la capacité antioxydante(Makris et
Rossiter, 2001). Toutefois, d’autres études ont rapporté que la cuisson augmente 1’activité
antioxydante. L’augmentation de I’activité antioxydante est attribuée soit a la décomposition des
composés phénoliques, la synergie entre les composés phénoliques ou la formation de composes
de Maillard (Nicoli et al., 1999; Del castillo et al., 2002). L’oxydation des polyphénols peut
également modifier la capacité antioxydante. Ces composés peuvent présenter, dans un état
d’oxydation intermédiaire, un potentiel a piéger les radicaux libres supérieurs aux composés natifs
non oxydeés (Nicoli et al., 1999). En plus, la capacité antioxydante d’un mélange de polyphénols

n’est donc pas équivalente a la somme des capacités antioxydantes des composes, des effets
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d’antagonisme ou de synergie et des effets de matrice pouvant apparaitre. Une modification dans
les différentes proportions des composants phénoliques du légume peut donc avoir une
répercussion difficile a prévoir sur la capacité antioxydante. La capacité antioxydante est donc une
mesure sensible et sujette a de nombreuses variations. (chinnici et al., 2004 ; Tsao et al., 2005).
Ces résultats sont similaires aux résultats de Chumyam et al.(2013) qui ont signalé que les
traitements thermiques améliorent la capacité antioxydante de quatre cultivars d'aubergines:
«Muang Lek», «Muang Lot Fai», «Muang Kan Dam» et «Muang Kan Khiao. . lls estiment que
cette capacité antioxydante (DPPH et ABTS) et le contenu phénolique total ont considérablement
augmente dans toutes les variétés d'aubergines par toutes les méthodes de cuisson par rapport a
ceux des fruits crus. Les aubergines cuites au micro-onde pendant 10 et 15 minutes ont présenté
la capacités antioxydante la plus élevée et la teneur en polyphénols totaux dans toutes les variétés
. «Muang Lot Fai» avait la capacité antioxydante et la teneur en polyphénols les plus élevées des
quatre variétés examinées.

Ramirez-Anaya et al. (2015) ont etudié l'effet de différentes techniques de cuissons
méditerranéenne sur la composition qualitative et quantitative des polyphénols d’aubergine.
Toutes les modes de cuisson ont augmenté la capacité antioxydante de l'aubergine. Les modes de
cuisson peuvent étre classées dans I'ordre décroissant des capacités antioxydantes déterminées
comme suit: friture> sautée> ébullition> cru. Zaro et al. (2015) ont testé un certain nombre de
méthodes de cuisson humides et séches. Ils ont trouvé que ’activité antioxydante a augmenté
considérablement aprés les procédures de cuisson humide: cuisson a la vapeur et ébullition. Les
extraits d'aubergines de petites tailles ont démontré les meilleures activités antioxydantes que les

autres échantillons (longue de taille verte, couleur violette, taille modérée de couleur violette).

4.8. Activité anticholinestérase des extraits de I’aubergine
L’effet des méthodes de cuisson (a 1’eau, par microonde et a la vapeur) sur l'activité

antiacetylcholinesterase et anti butyrylcholinesterase d’aubergine sont montrées dans la figure 95.
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Figure 95. Activité anticholinesterase des extraits de I’aubergine
(1: Activité antiacétylcholinestérase 2 : activité antibutyrylcholinestérase)

L'aubergine crue montre une faible activité antiacétylcholinestérase et antibutyrylcholinestérase.

Cependant, les extraits des aubergines cuites a ’eau , par microonde et a la vapeur ont montré

une activité inhibitrice modérée contre les enzymes acétyle et butyryl-cholinestérase . Les I1C50

des extraits et du galantamine ont été évalués. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau

71.
Tableau 71. Valeurs d’IC50 pour I’activité anticholinestérase des extraits de I’aubergine
Activité antiacétylcholinestérase | Activité antibutyrylcholinestérase

Crue 602,01+0,56° 987+0,09°

Cuite dans I’eau 588,76+0,34" 586+0,76"

Cuite a la vapeur 204,67+0,65° 198,78+0,13°

Cuite par microonde 195,89+0,78° 140,87+0 ,17°

Témoin (Galantamine) 34,23+0,21° 36,56+0,08°

Pour chaque test, le méme exposant signifie [’absence de différence significative
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Une différence significative (p<0.05) a été obtenue entre les activités antiacetylcholinestérase et
antibutyrylcholinestérase des extraits d’aubergine crue et cuite (a ’eau, a la vapeur, et par
microonde). Selon ces résultats la classification des échantillons cuits selon leur capacité
d’inhiber les deux enzymes acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase place la cuisson par
microonde en premiére position, la cuisson a la vapeur en deuxieme position et la cuisson a I’eau
en derniere position. Cependant, 1’extrait d’aubergine crue présente la plus haute valeur d’IC50 ce

qui signifie la plus faible activité anticholinestérase.

L’IC50 obtenue pour la galantamine utilisée comme molécule de référence est bien plus inférieur
a ceux de ’extrait, donc la galantamine posséde une meilleure activité inhibitrice de I’AChE et
I’BChE. Malgré la diminution de la teneur en polyphénols totaux apres cuisson a la vapeur et par
ébullition, on remarque une augmentation de I’activité anticholinesterase. Pour confirmer la
participation des polyphénols dans cette activité , une étude de la corrélation a été effectuée . Les

coefficients de Pearson et la valeur de probabilité p sont mentionnés dans le tableau 72.

Tableau 72.Corrélations entre les polyphénols totaux et ’activité anticholinestérase
des extraits de I’aubergine

Activité Activité
anti acetylcholinestérase anti buturylcholinestérase
r P r p
Cuite & I’eau -1 < 0,0001 -1 < 0,0001
Cuite a la vapeur -1 <0,0001 -1 <0,0001
Cuite par microonde 1 <0,0001 1 <0,0001

Le taux des polyphénols est fortement et négativement corrélé a I’activité antichlinestérase des
extraits d’aubergines cuites par les deux modes de cuisson (a I’eau , & la vapeur ) et positivement
et fortement corrélé a I’activité anticholinestérase des extraits d’aubergine cuite par microonde .
Cette corrélation peut étre attribuée & 1’acide chlorogénique, qui a amélioré I’activité des deux
enzymes et a réduit leur inhibition. On remarque que les aubergines crues possedent une quantité
élevée de ce composé qui diminue aprés cuisson a I’eau et a la vapeur. Selon Szwajgier (2015),
les corrélations constatées peuvent s’expliquer par des effets d’antagonisme ou de synergie et un

effet de matrice pouvant apparaitre aprés cuisson et qui diminuent 1’efficacité des polyphénols .

L’augmentation de 1’activité anticholinestérase est peut étre due a I’augmentation de certains
flavonoides comme la rutine et la quecétine qui présentent une forte activité anticholinesterase
(Bakhtiari et al., 2017).
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5.1. La carotte crue

5.1.1. Plan de criblage pour la sélection des facteurs d’extraction des polyphénols totaux de
la carotte crue

Les effets des facteurs relatifs aux conditions d’extraction des polyphénols de la carotte (A :
concentration du solvant ; B: temps de maceration ; C: temps d’ultrasonication et D : broyage)
ont été testés. Les résultats de la matrice présentant 12 essais du plan plackett- burmann sont

récapitulés dans le tableau 73.

Tableau 73. Matrice d’essais du plan Plackett — Burmann pour 1’évaluation du taux en
polyphénols totaux de la carotte crue

, . Taux des polyphénols
N° d’essai A B C D (ng EAG/ gpd’zftrait sec)
1 1 1 1 1,077x10"
> 1 1 1 1 0,783x10°
3 X) 1 1 1 0,869x10°
) X) 1 1 1 0,879x10*
5 1 1 1 -1 1,085x10"
5 1 1 1 1 0,899x10°
7 X 1 1 1 0,810x10*
3 1 1 1 -1 1,319 x10°*
9 1 1 1 1 0,879x10°
10 X) 1 1 -1 0,805x10°
11 X] g 1 1 0,734x10"
B 1 K] 1 1 0,980x10°"

A : concentration du solvant ; B : temps de macération ; C: temps d ultrasonication ; D: broyage

Le facteur de détermination (R?) indique que le modeéle explique 89,38% de la variabilité de la
réponse. Le modéle préedit est significatif (p<0,05). Deux facteurs ont montré des effets
significatifs sur la réponse et qui sont le temps de macération et le temps d’ultrasonication
(Annexe 6).

L’équation polynomiale qui décrit la corrélation entre le taux des polyphénols et les quatre

facteurs étudiés est :
Taux en PT =9413 +571 A-1952B-714C-579D

Le temps de macération et le temps d’ultrasonication ont présenté des effets négatifs sur la
réponse taux des polyphénols. Les effets associés a la concentration du solvant et au broyage ne
sont pas significatifs dans ce modele (Annexe 6).

Le diagramme de Pareto montre que la réponse dépend principalement du temps de macération

suivi par le temps d’ultrasonication (figure 96).
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Terme

2,365
T

1 2 3

4 5 6 7

Effet normalisé

A : concentration de solvant ;
B: temps de macération ;

C: temps d’ultrasonication,
D : broyage

Figure 96. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05)
des conditions d’extraction des polyphénols totaux de la carotte crue

5.1.2. Modélisation et optimisation des conditions d’extraction des polyphénols totaux de la

carotte crue

Les deux facteurs sélectionnés par le plan de criblage sont optimisés par le plan composite centré.

Les réponses obtenues sont mentionnées dans le tableau 74. Le R? ajusté indique le modéle

explique 98,54% de la variabilité de la réponse.

Tableau 74. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en polyphénols

totaux de la carotte crue

N° Niveaux du facteur temps Niveaux du facteur Taux des polyphénols
d’essai de macération (A) temps d’ultrasonication (B) (ng EAG/ g d’extrait sec)

1 0 0 0,887x10*

2 -1 1 0,783x10"

3 -1 -1 0,869x10*

4 0 0 0,879x10*

5 1 -1 1,085x10"

6 1 1 0,899x10*

7 0 0 0,810x10*

8 -1,414 0 1,319x10"

9 0 0 0,879x10*

10 1,4142 0 0,805x10*

11 0 -1,414 0,734x10"

12 0 0 0,880 x10*

13 0 1,414 0,829x10*

L’équation polynomiale quadratique pour la réponse taux des polyphénols est:

Taux en PT =1445 + 10,69A + 61,3B + 0,002925A*A + 3,448 B*B -0,3649A*B
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Le modeéle ci-dessus est significatif (P<0,05). L'analyse de variance a montré que les cing termes
(A, B, AA, BB, AB) sont significatifs ( p<0,05) (Annexe 6).

Le diagramme de Pareto montre que le taux des polyphénols dépend principalement de
I’interaction des deux facteurs (AB), suivi par les termes linéaires du temps d’ultrasonication
(B) et du temps de maceération(A), puis le terme quadratique du temps de macération (AA) et

enfin le terme quadratique du temps d’ultrasonication (BB) (figure 97).

Terme

A : temps de macération ;

B : temps d’ultrasonication

AB : interaction des deux facteurs
AA : terme quadratique du temps de
macération

BB : terme quadratique du temps
d’ultrasonication

o 2 4 6 8 10 12 14 16
Effet normalisé

Figure 97. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions d’extraction des polyphénols totaux de la carotte crue

La surface de réponse et la courbe d’iso- réponse sont illustrées dans la figure 98.

]
%
Taux des
polyphénols
totaux(pg 5
EAG/g
d'extrait)

45"
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Figure 98. Surface de réponse du taux des polyphénols de la carotte crue en fonction des temps
de macération et d’ultrasonication
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D’aprés ces résultats (figure 98), on remarque que les valeurs optimales du taux des polyphénols
totaux se trouvent dans la zone rouge limitée par les points : temps de macération (60-150 min)

temps d’ultrasonication(57-60min).

Le maximum de précision est obtenu pour une désirabilité égale a 1 (figure 99). La prédiction des
conditions optimales est: temps de maceration (60min) et temps d’ultrasonication (60 min). La

valeur prédite des polyphénols est de 1,687 x 10* ug EAG/ g d’extrait sec.

Optimal v A B

. ax 1440,0 60,0
e 1:00T Act [60,0] [60,0]
Prévoir Min 60,0 30,0

c9
Maximum
y = 1,687E+04
d = 1,0000

Figure 99. Optimisation des temps de macération et d’ultrasonication pour I’extraction
des polyphénols de la carotte crue en fonction de la désirabilité1
5.1.3. Confirmation du modéle optimisé par rapport aux temps de macération et
d’ultrasonication pour I’extraction des polyphénols de la carotte crue
Les résultats de 1’optimisation sont confirmés par 1’évaluation des polyphénols totaux avec les
facteurs sélectionnés au point optimum ( tableau 75).

Tableau 75. Taux de polyphénols prédit et mesuré de la carotte crue

Points Taux de polyphénols prédit (ug Taux de polyphénols mesuré
EAG/g d’extrait sec) (ug EAG/g d’extrait sec)
(60min, 60min) 1,687x 10* 1,688x 10°

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans aucune

différence significative (p= 0,05), ce qui confirme la validation du modeéle.
5.2. La carotte cuite & ’eau

5.2.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions de cuisson a I’eau et d’extraction des
polyphénols totaux de la carotte

Les résultats des 12 essais en tenant compte des facteurs (A : temps de cuisson ; B : température
de cuisson ; C : volume d’eau de cuisson ; D : concentration du solvant ; E : temps de maceération ;

F : temps d’ultrasonication ; G : broyage) sont présentés dans le tableau 76.
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Les deux facteurs qui ont montré des effets significatifs sur la réponse sont la température de
cuisson (B) et le temps d’ultrasonication (F).

Le facteur de détermination (R?) indique que le modeéle explique 84,85% de la variabilité de la
réponse. Le modéle mathématique prédit est significatif (p< 0,05) (Annexe 6).

Tableau 76. Matrice d’essais du plan Plackett — Burmann pour I’évaluation du taux en
polyphénols totaux de la carotte cuite a I’eau

N° Taux des polyphénols
d’essai A B C D E F G (ug EAG/ gpd’zstrait sec)
1 -1 1 1 1 -1 1 1 0,839x10*
2 -1 -1 1 1 1 -1 1 0,785x10"
3 1 1 -1 1 -1 -1 -1 0,874x10"
4 -1 1 1 -1 1 -1 -1 0,554x10"
5 1 -1 -1 -1 1 1 1 1,156x10"
6 1 -1 1 -1 -1 -1 1 0,896x10*
7 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,419x10*
8 -1 -1 -1 1 1 1 -1 0,548x10*
9 1 -1 1 1 -1 1 -1 0,769x10"
10 -1 1 -1 -1 -1 1 1 0,251x10"
11 1 1 1 -1 1 1 -1 1,000x10"
12 1 1 -1 1 1 -1 1 0,978x10*

A : temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration du solvant ; E : temps de macération ; F : temps d ultrasonication ; G : broyage

Le modéle polynomial, qui prédit la réponse taux des polyphénols en fonction des sept facteurs,

est exprimé comme suit:
Taux en PT =7561 - 254A + 1481B+590C-354 D + 341 E- 1529 F + 347 G

La température de cuisson a présenté un effet positif sur le taux des polyphénols tandis que le
temps d’ultrasonication a un effet négatif (Annexe 6). Le diagramme de Pareto montre que le taux
des polyphénols dépend principalement du temps d’ultrasonication suivi par la température de

cuisson. Les autres facteurs n’ont pas des effets significatifs sur la réponse (figure 100).

Terme 2,776
T

F |

g |

= : A : temps de cuisson ;

o : B : température de cuisson ;
: C : volume d’eau de cuisson ;

D : concentration de solvant ;

E : temps de macération ;

A : F : temps d’ultrasonication ;

: G : broyage

0,0 0,5 10 15 2,0 2,5 3,0
Effet normalisé

Figure 100. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05) pour les conditions
d’extraction des polyphénols et de la cuisson & I’eau de la carotte
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5.2.2. Modélisation et optimisation des conditions d’extraction des polyphénols totaux et de

la cuisson al’eau de la carotte

Les deux facteurs significatifs (temps d’ultrasonication et température de cuisson) ont été
sélectionnés par le plan de criblage pour effectuer I’optimisation. L’optimisation est réalisée par le

plan de composite centré (tableau 77).

Tableau 77. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en polyphénols
totaux de carotte cuite a I’eau

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur Taux des polyphénols
d’essai température de cuisson temps d’ultrasonication (ng EAG/ g d’extrait sec)
(A) (B)
1 0 0 0,841x10"
2 -1 1 0,825x10"
3 -1 -1 0,842 x10"
4 0 0 0,866x10"
5 1 -1 0,849 x10°
6 1 1 0,797 x10°
7 0 0 0,849 x10°
8 -1,414 0 0,811 x10°
9 0 0 0,850 x10°
10 1,414 0 0,566 x10°
11 0 -1,414 0,809 x10°
12 0 0 0,716 x10"
13 0 1,414 0,540 x10°

Les effets des facteurs (A, B, AA et AB) sont significatifs (p < 0,05). A I’exception, le terme
quadratique BB n’a pas présenté un effet significatif (figure 101). Le R? indique que le modéle
explique plus de 96,36% de la variabilité de la réponse. Le modéle polynomial, qui prédit la

réponse taux des polyphénols, est exprimé en termes des codes facteurs comme suit:

Taux en PT =-138563 + 3144 A + 540 B - 16,74 A*A - 0,492 B*B - 5,84 A*B
Le diagramme de Pareto (Figure 100) montre que le taux des polyphénols dépend principalement
de ’effet de la température de cuisson A , suivi par son terme quadratique AA, le temps

d’ultrasonication B , puis I’interaction entre les deux facteurs en derniére position AB.

Terme 2 36
T

A : température de cuisson;

B : temps d’ultrasonication

AA : carré du température de cuisson
BB :carré du temps d’ultrasonication
AB : interaction entre température de
cuisson et temps d ultrasonication

Effet normalisé

Figure 101. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions de cuisson a I’eau de la carotte
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La surface de réponse et la courbe d’iso réponse sont mentionnées dans la figure 102.

|
£
AL 797856 ':'55
o mam 0
polyphénols i 3
totaux{ug ! g “
EAG/g :
d'extrait) 0
‘ | 3 [
8 K\ Z ¢
8292~ .J 0
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< ]
Température de cuisson 8% -
; 4000
(0 i = 3% s 7000
) ' bt (0 - (30 6000
Temps d'ultrasonication (min) o]l ¥ 50
(] 5000 80,0000 829280 00,0000 oror11 1000000 [ 4000
4000 . v 2000
I 2000 Temperature de cuisson (°C)

Figure 102. Surface de réponse du taux des polyphénols de la carotte cuite a I’eau en fonction du
temps d’ultrasonication et de la température de cuisson

Selon la figure 102, on remarque que les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se
trouvent dans la zone rouge limitée par les points : température de cuisson (87,8-91,6°C) et temps
d’ultrasonication (30-33min).

Les valeurs optimales des facteurs ont été calculées a une désirabilité de 1. Les résultats

obtenus sont montres dans la figure 103.

Optimal A B

! Max 100,0 60,0
D:1,000 "t [88,6869] 130,01
Prévoir  Min 80,0 30,0

C10
Maximum
y = 87431379
d = 1,0000

Figure 103. Optimisation du temps d’ultrasonication et la température de cuisson
a I’eau de la carotte en fonction de la désirabilitél

Les conditions optimales obtenues & une désirabilité de 1 sont comme suit: température de
cuisson (88,68 °C) et temps d’ultrasonication (30min). La teneur predite des taux polyphénols est
de 8743,1379 ng EAG/ g d’extrait sec.
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5.2.3. Confirmation du modele optimise par rapport aux temps d’ultrasonication et
température de cuisson aI’eau de la carotte
Les valeurs optimales ont été verifiées expérimentalement. Les résultats obtenus sont montrés

dans le tableau78.

Tableau 78. Taux de polyphénols prédit et mesuré de la carotte cuite a 1’eau

Points Taux de polyphénols prédit (ug Taux de polyphénols mesuré
EAG/g d’extrait sec) (Mg EAG/g d’extrait sec)
(88,68°C, 30min) 8743,138 8744,000

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans différence

significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modele.
5.3. La carotte cuite a la vapeur

5.3.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions de cuisson a la vapeur et

d’extraction des polyphénols totaux de la carotte

Le criblage des sept facteurs (A : temps de cuisson ; B: température de cuisson ; C: volume d’eau
de cuisson ; D: concentration de solvant ; E: Temps de macération ; C: temps d’ultrasonication et
G: broyage) a été effectué par le plan de Plackett-Burmann .Un nombre total de 12 essais a été
réalise pour compléter le plan d’expérience propose. Les résultats obtenus sont mentionnés dans le
tableau 79.

L’analyse de la variance montre que ce modele est significatif (P< 0,05). Parmi les sept facteurs
testés, deux ont présenté des effets significatifs sur la réponse « polyphénols totaux » et qui sont
le temps de cuisson et la température de cuisson. Le R? ajusté indique que le modéle explique plus
de 92 ,74% de la variabilité de la réponse (Annexe 6).

Tableau 79 . Matrice d’essais du plan Plackett- Burmann pour la détermination de la teneur en
polyphénols de la carotte cuite a la vapeur

N° | A B c D E = G Taux des polyphé.nols(ug EAG/ ¢
d’essai d’extrait sec)
1 -1 1 1 1 -1 1 1 0,456 x10°
2 -1 -1 1 1 1 -1 1 0,343 x10°
3 1 1 -1 1 -1 -1 -1 0,472 x10*
4 -1 1 1 -1 1 -1 -1 0,207 x10"
5 1 -1 -1 -1 1 1 1 0,470 x10”
6 1 -1 1 -1 -1 -1 1 0,104 x10”
7 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,475 x10*
8 -1 -1 -1 1 1 1 -1 0,218 x10”
9 1 -1 1 1 -1 1 -1 0,757 x107
10 -1 1 -1 -1 -1 1 1 0,353 x10"
11 1 1 1 -1 1 1 -1 0,437 x10*
12 1 1 -1 1 1 -1 1 0,267 x10”

A : temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration du solvant ; E : Temps de macération ; F : temps d ultrasonication ; G : broyage
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Le modéle polynomial qui prédit la réponse taux des polyphénols est exprimé en fonction des
sept codes facteurs comme suit :

Taux en PT=8597 + 1519 A-756 B-284C+299D +332E-233F-213G

Les coefficients obtenus pour les deux facteurs montrent que la temps de cuisson influe
positivement sur la réponse tandis que la température de cuisson présente un effet négatif
(Annexe 6). L’ensemble de ces résultats est résumé dans le diagramme de Pareto (figure 104). Il
indique que la réponse dépend principalement de 1’effet du temps de cuisson, suivi par ’effet de

la température de cuisson.

Terme 2,776
T

: temps de cuisson ;

: température de cuisson;
:volume d’eau de cuisson |
: concentration de solvant ;

: Temps de macération ;

: temps d 'ultrasonication ;

: brovaae

OOmMQgw>

'
o 1 2 3 a 5 6
Effet normalisé

Figure 104. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05) des conditions
d’extraction des polyphénols et de cuisson a la vapeur de la carotte
5.3.2. Modélisation et optimisation des conditions de cuisson a la vapeur de la carotte
Les facteurs temps de cuisson et température de cuisson ont été sélectionnés par le plan de

criblage pour I’optimisation de la réponse polyphénols totaux (tableau 80).

Tableau 80. Matrice d’essais du plan composite centré pour la détermination de la teneur en
polyphénols de la carotte cuite a la vapeur

N° Niveaux du facteur temps Niveaux du facteur Taux des polyphénols
d’essai de cuisson (A) température de cuisson(B) (ug EAG/ g d’extrait sec)
1 0 0 0,902x10*
2 -1 1 0,782x10"
3 -1 -1 0,928x10"
4 0 0 0,905x10*
5 1 -1 0,759x10"
6 1 1 0,905x10*
7 0 0 0,900x10*
8 -1,414 0 0,905x10*
9 0 0 0,844x10"
10 1,414 0 0,706x10"
11 0 -1,414 0,983x10"
12 0 0 0,906x10*
13 0 1,414 0,766x10"
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Le modéle mathématique est significatif (p<0,0001), il correspond bien & la réponse. Le R?
indique que le modéle explique plus de 99 ,93% de la variabilité de la réponse (Annexe 6). Le
modele polynomial qui prédit la réponse taux des polyphénols est exprimé en termes des codes

facteurs comme suit :
Taux en PT =-19204 + 2422,8 A - 692,5 B - 30,180 A*A + 1,158 B*B + 7,368 A*B

Par conséquent, les cing termes (A : temps de cuisson, B : température de cuisson, AA :effet
quadratique du temps de cuisson, BB : effet quadratique de la température de cuisson,
AB :interaction entre les deux facteurs) ont affecté significativement le taux des polyphénols
totaux. Ces résultats sont représentés dans le diagramme de Pareto (figure 105). Il indique que
le taux des polyphénols dépend principalement de 1’effet quadratique du temps de cuisson suivi
par la température de cuisson, ’interaction des deux facteurs, le temps de cuisson puis vient

I’effet du second ordre de la température de cuisson en derniere position.

Terme 2,36
T

AA

B

A : temps de cuisson ;

B : température de cuisson

AA :effet quadratique du temps de
cuisson

BB : effet quadratique de la
température de cuisson

AB :interaction entre les deux
facteurs

o 10 20 30 40 50 60 70 80
Effet normalisé

Figure 105. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions de cuisson a la vapeur de la carotte
La surface de réponse et la courbe d’iso réponse sont illustrées dans la figure 106.
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Figure 106. Surface de réponse du taux des polyphénols de la carotte cuite a la vapeur en
fonction du temps et de la température de cuisson
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D’aprés ces résultats , les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se trouvent dans la
zone rouge limitée par les points : temps de cuisson (47- 52,9) et température de cuisson(80-

82°C). Les valeurs optimales des facteurs ont été calculées a une désirabilité de 1 (figure 107).

Optimal A B

) Max 60,0 100,0
D: 1000 act [50,6061] [80.0]
Prévoir Min 45,0 80,0

- /

Maximum
y = 9977,0267

d = 1,0000

Figure 107. Optimisation du temps et de la température
de cuisson a la vapeur de la carotte en fonction de la désirabilité 1

La prédiction des conditions optimales est: temps de cuisson (51min) et température de cuisson
(80°C). La valeur prédite des polyphénols est de 9977,0267ug EAG/g d’extrait sec.

5.3.3. Confirmation du modele optimisé par rapport au temps et la température de cuisson
a la vapeur de la carotte
Les résultats de I’optimisation sont confirmés par la détermination des polyphénols totaux avec

les facteurs sélectionnés au point optimum (tableau 81).

Tableau 81. Taux de polyphénols prédit et mesuré de la carotte cuite a la vapeur

Points Taux de polyphénols prédit (ug Taux de polyphénols mesuré
EAG/g d’extrait sec) (Mg EAG/g d’extrait sec)
(51min, 80°C) 9977,027 9977,000

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans différence

significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modéle.
5.4. La carotte cuite par microonde

5.4.1. Plan de criblage et sélection des conditions d’extraction des polyphénols totaux et de
la cuisson par microonde de la carotte

Les résultats d’essais pour le taux des polyphénols des carottes cuites par microonde en fonction
des sept facteurs (A : temps de cuisson ,B : puissance du microonde, C : volume d’eau de cuisson,
D : concentration de solvant, E : temps de maceération, C : temps d’ultrasonication et G : broyage)

sont présentés dans le tableau 82.
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Tableau 82. Matrice d’essais du plan Plackett — Burmann pour I’évaluation du taux en

polyphénols totaux de la carotte cuite par microonde

N° Taux des polyphénols
d’essai A B ¢ D E F G (ng EAG/ gpd’é?trait sec)
1 -1 1 1 1 -1 1 1 0,857x10"
2 -1 -1 1 1 1 -1 1 0,946x10*
3 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1,105x10"
4 -1 1 1 -1 1 -1 -1 1,014x10"
5 1 -1 -1 -1 1 1 1 0,769x10*
6 1 -1 1 -1 -1 -1 1 0,911x10*
7 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,842x10"
8 -1 -1 -1 1 1 1 -1 0,258x10*
9 1 -1 1 1 -1 1 -1 0,825x10*
10 -1 1 -1 -1 -1 1 1 0,863x10"
11 1 1 1 -1 1 1 -1 1,033x10"
12 1 1 -1 1 1 -1 1 1,052x10"

A : temps de cuisson ; B : puissance ; C : volume d’eau de cuisson ; D : concentration de solvant ; E : temps de

macération ; C : temps d ultrasonication ; G : broyage

Le modele mathématique prédit est significatif (P< 0,05). Deux facteurs ont manifesté des effets

significatifs (p<0,05) et qui sont le temps de cuisson et la concentration du solvant d’extraction.

Le R? ajusté indique que le modéle explique plus de 89 ,27% de la variabilité de la réponse

(Annexe 6). Le modele polynomial qui prédit la réponse taux des polyphénols est exprimé en

termes des codes facteurs comme suit :

Tauxen PT=8733-967A+323B-558C-1172D + 661 E-583 F + 672G

D’aprés le tableau 90, les deux facteurs cités influent négativement sur le taux des polyphénols.

Le diagramme de Pareto (figure 108) montre que le taux des polyphénols dépend principalement

de la concentration du solvant suivi par le temps de cuisson.

Terme

D

A

2,776
T

: temps de cuisson ;

: Puissance ;
> volume d’eau de cuisson |

: concentration de solvant ;
: Temps de macération ;

: temps d 'ultrasonication ;

GOMoOwW>

: broyage

0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5
Effet normalisé

Figure 108. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05) des conditions

d’extraction des polyphénols et de la cuisson par microonde de la carotte
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5.4.2. Modélisation et optimisation des conditions de la cuisson par microonde et
d’extraction des polyphénols totaux de la carotte
Les deux facteurs (temps de cuisson et concentration du solvant )sont optimisés par le plan de

composite centré tableau 83.

Tableau 83. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en
polyphénols totaux de la carotte cuite par microonde

N° Niveaux du facteur temps Niveaux du facteur Taux des polyphénols
d’essai de cuisson (A) concentration du solvant (B) (ug EAG/ g d’extrait sec)

1 0 0 0,956 x10*

2 -1 1 0,770 x10*

3 -1 -1 1,175 x10°

4 0 0 0,968 x10*

5 1 -1 0,449 x10°

6 1 1 0,739 x10*

7 0 0 0,817 x10*

8 -1,414 0 0,529 x10*

9 0 0 0,922 x10*

10 1,414 0 0,679 x10*

11 0 -1,414 1,147 x10°

12 0 0 0,956 x10*

13 0 1,414 0,770 x10*

Le modele est significatif (p=0,000). L’effet des deux facteurs temps de cuisson, concentration de
solvant A, B et I’effet du second ordre de concentration de solvant BB sont extrémement
significatifs. Les effets du carré de temps de cuisson AA et I’interaction entre les deux facteurs
AB ne sont pas significatifs pour ce modele. Le R? indique que le modéle explique 99 ,74% de la

variabilité (Annexe 6).

Le modele polynomial qui prédit la réponse taux des polyphénols est exprimé en termes des

codes facteurs comme suit :
Taux en PT =37915-1572 A-308,5B + 26,9 A*A + 1,425 B*B + 0,81 A*B

Le diagramme de Pareto a apporté les mémes conclusions : la réponse dépend principalement des
facteurs : temps de cuisson A, concentration de solvant B, suivi par I’ effet quadratique de la

concentration du solvant (figure 109).
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Terme

BB

A : temps de cuisson ;

B : concentration du solvant;
AA :effets quadratiques du temps
de cuisson

BB : effets quadratiques de la

20
Effet normalisé

30

40

concentration du solvant ;
AB : interaction entre le temps
de cuisson et la concentration du

Figure 109. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions de cuisson par microonde de la carotte

La surface de réponse et la courbe d’iso-reponse sont illustrées dans la figure 110.

Taux des polyphénols 9954
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Figure 110. Surface de réponse du taux des polyphénols de la carotte cuite par microonde en
fonction de la concentration du solvant et du temps de cuisson

D’aprés la figure 110, les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se trouvent dans la

zone rouge limitée par les points : temps de cuisson (10- 10,24 min) et concentration de solvant

(60- 70%)

Les valeurs optimales des facteurs ont été calculées a une désirabilité de 1 (figure 111).
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Optimal M A B
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Figure 111. Optimisation du temps de cuisson par microonde et la concentration du
solvant en fonction de la désirabilité 1

La prédiction des conditions optimales est: temps de cuisson (10min) et concentration du

solvant (60%). La valeur prédite des polyphénols est de 1,199 x 10 *ng EAG/g d’extrait sec.

5.4.3. Confirmation du modele optimisé par rapport a la concentration du solvant et le
temps de cuisson de la carotte cuite par microonde
Les résultats de 1’optimisation sont confirmés par la détermination des polyphénols totaux avec
les facteurs sélectionnés au point optimum (tableau 84).

Tableau 84. Taux des polyphénols prédit et mesuré de la carotte cuite par microonde

Points Taux de polyphénols prédit Taux de polyphénols mesuré
(ug EAG/g d’extrait sec) (Mg EAG/g d’extrait sec)
(10min, 60%) 1,199 x 10 * 1,200 x 10 *

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modeéle mathématique sans aucune différence

significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modéle.

5.5. Effet de la cuisson sur les taux en polyphénols totaux et en flavonoides des carottes

Les taux en polyphénols totaux et en flavonoides des carottes sont indiqués dans la figure 112.
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Figure 112. Teneur en polyphénols et en flavonoides des extraits de carotte
(1 : Polyphénols totaux, 2 :flavonoides)

Il existe une différence significative (p< 0,05) entre les teneurs en polyphénols totaux et en
flavonoides des extraits de carottes (crue, cuite a 1’eau, cuite a la vapeur, et par microonde). Les
extraits de carotte crues ont révélé des quantités considérables de polyphénols totaux et de
flavonoides. Ces teneurs sont de 16880ug EAG/g et 9878 pg EQ /g d’extrait sec respectivement.
Cette valeur est différente de celles obtenues dans plusieurs études, notamment celle
d’Oviasogie et al. (2009) qui ont rapporté que la teneur en polyphénols totaux de carotte est de
26,6 + 1,70pg EAG/g d’extrait sec. Lako et al. (2007) ont trouvé que les carottes crues
contiennent 16 mg EAG/g d’extrait sec des polyphénols totaux.

Rakcejeva et al. (2012) ont montré que la teneur en polyphénols totaux de cing carottes hybrides
cultivées varie entre 272,21-539,76 mg EAG/g d’extrait sec. Ghasemzadeh et al.(2012) ont
montré que la teneur en flavonoides des carottes des régions tropicales 0,362+0.031mgEQ/g
d’extrait sec tandis que Chatatikun et Chiabchalard (2013) ont rapporté une teneur de 20,4+2.8
mg EQ/g de matiere seche. Bembem et Sadana (2014) ont montré que la teneur en flavonoides

totaux est de 5,34 mg EQ/g d’extrait sec .

Les taux des polyphénols totaux et des flavonoides des différents extraits de carottes cuites sont

récapitulés dans la figurelll. Les résultats obtenus montrent que les trois modes de cuisson ont
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provoqué une diminution des composés phénoliques et des flavonoides a des degres differents
selon le mode de cuisson appliqué. Les taux les plus élevés en polyphénols et en flavonoides
sont constatés dans les extraits issus de carottes cuites par microonde en premiere position puis a

la vapeur et en derniére position a I’eau bouillante.

L’analyse des eaux de cuisson (issues de la cuisson dans I’eau bouillante et a la vapeur) ont
révélé des quantités considérables des composés phénoliques. Les quantités enregistrées sont de :
2345ug EAG/g et 1200 pg EAG/g d’extrait sec respectivement. Ces composés proviennent
probablement de la solubilisation des polyphénols de la matrice végétale dans I’eau de cuisson.
Des études antérieures ont rapporté que 1’ébullition des carottes dans lI'eau pendant une minute
provoque la reduction de la teneur en polyphénols de 14% jusqu’a 40%.

La diminution des composés phénoliques et des flavonoides de la carotte peut étre due a
plusieurs phénomenes, comme la dégradation thermique (auto-oxydation) (Yoruk et al., 2003) et

la diffusion et/ou la lixiviation (Ismail et al., 2004; Turkmen et al., 2005).

En se référant a la littérature, des résultats controverses ont été cités. Les travaux de Miglio et
al,(2008) ont révélé que les carottes perdent complétement leur polyphénols apres I'ébullition
dans I’eau, tandis que la cuisson a la vapeur et la friture ont provoqué une réduction sur la teneur
en polyphénols totaux de -43% et -31%, respectivement. Par contre, Dolinsky et al. (2016) ont
signalé que la cuisson ne provoque aucune perte des composés phénoliques, il n’existe aucune

différence significative entre la teneur en polyphénols totaux des échantillons crus et cuits.

Sultana et al. (2008) ont évalué la teneur en polyphénols dans sept légumes, y compris la carotte.
Contrairement aux résultats obtenus dans la présente étude, ils ont montré une augmentation de
la teneur en polyphénols totaux des carottes cuites par [I'ébullition et au four micro-onde. Par
contre, Bembem et Sadana (2014) ont montré que les différents modes de cuisson (ébullition, a
la vapeur, cuisson sous pression et par microonde) provoguent une diminution de la teneur en

polyphénols totaux et des flavonoides.
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5.6. Analyse chromatographique liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem
(LC-MS/MS) des extraits de la carotte

Les résultats de 1’identification et la quantification de LC-MS/MS sont montrés dans la figure et le
tableau 85 et la figure 113.

Quinze composes ont été identifiés dans la carotte, dont deux sont des acides organiques :
I’acide quinique et 1’acide malique et treize composes phénoliques : I’acide ferrulique, 1’acide
gallique, I’acide chlorogénique, 1’acide protocatechuique, 1’acide tannique, 1’acide cafeique ,
I’acide p-Coumarique, 1’acide rosmarinique, la myricétine, la coumarine ,le kaempferol |,

1I’apigenine et la chrysine .

Par comparaison a la littérature, les travaux d’Alasalvar et al. (2001 ont rapporté que la carotte
contient principalement des dérivés d'acides hydroxycinnamiques, a savoir, l'acide
néochlorogenique (3 'caféylquinique l'acide), I'acide chlorogénique (acide 5'-caféoylquinique),
l'acide 3’coumaroylquinique -p, I'acide 3' feruloylquinique, I'acide 3'4" dicaféoylquinique, l'acide
5'-feruloylquinique, l'acide 5'-coumaroylquinique p-, 1’acide  4'-feruloylquinique, l'acide 3'5'-
dicaféoylquinique, 1’acide 3'4'-diferuloylquinique, et I’acide 3'5'-diferuloylquinique. Les études
de Kammerer et al. (2004) ont été menées sur les acides phénoliques extraits des racines de
carottes noires (Daucus carota subsp. Sativus var. Atrorubens) et le jus concentré de la carotte
noire. Les composés détectés sont : 1’acide p - coumarique, 1’acide caféique, I’acide férulique,
trois dérivés de l'acide hydroxybenzoique et un glycoside de quercétine. Le 5- O -acide
cafféoylquinique (acide chlorogénique) a représenté le composé prédominant avec une teneur de
657 mg / kg dans les racines et 5,815 mg / kg dans le jus concentré. Les produits de
fragmentation spécifiques des acides mono- et dihydroxycinnamoylquinique ont permis la
distinction de plusieurs stéréo-isoméres. L’acide 4- O -caffeoylquinique et d'autres esters des

acides hydroxycinnamiques ont été également trouvés.
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Figurell3. Analyse LC-MS/MS des extraits de la carotte
A : carotte crue, B : Cuite a 1”’eau, C : cuite a la vapeur, D : cuite par microonde, E : eau de
cuisson (ébullition), F : eau de cuisson (par vapeur) :
1: acide quinique, 2: acide malique, 3: acide ferrulique, 4: acide gallique, 5: acide chlorogénique, 6:
acide protocatechuique, 7: acide tannique, 8: acide caféique, 9: vanilline, 10: p-acide coumarique, 11:
Acide rosmarinique 12: Hesperidine, 13: Rutine, 14: Hyperoside, 15: 4-OH Acide benzoique, 16:
Acide salicylique, 17: Myricétine, 18: Coumarine 19 Kaempferol :, 20: Quercétine, 21: Hesperetine,
22: Naringénine , 23: Luteoline, 24: Fisetine, 25: Apigenine, 26: Rhamnetine, 27: Chrysine.

181



Résultats et discussion

5. La carotte

Tableau 85. Identification et quantification des composés phénoliques et leurs dérivés des extraits de la carotte par LC-MS/MS

N° | Composé lon parent MS2 (énergie de collision) Quantification (g analyte / g d'extrait)

(m/z) CR CE Cv CM ECE ECV
1 Acide quinique 190,95 85 (22), 93 (22) 795,76 88,54 634,98 743,76 39,76 22,67
2 Acide mallique 133,05 115 (14), 71 (17) 3467,87 120,05 988,76 2239,76 | 40,76 24,76
3 Acide Férrulque 172,85 85 (12). 129 (9) 5687,76 657,87 2345,78 3876,87 | 55,87 19,87
4 Acide gallique 169,05 125 (14), 79 (25) 755,87 134,87 746,87 749 42,76 19,76
5 Acide chlorogénique 353 191 (17) 9809,89 990,76 4007,87 9808,78 | 67,07 16,78
6 Acide protocatéchique | 152,95 109 (16), 108 (26 8900,66 1009,96 | 3620,21 8901,05 | 67,78 19,78
7 Acide tannique 182,95 124 (22), 78 (34) 798,33 129,05 630,76 531,87 65,78 10,98
8 Acide caféique 178,95 135 (15), 134 (24), 89 (31) 9911,193 1007,87 | 3345,78 4000,76 | 62,87 12,78
9 Vanilline 151,05 136 (17), 92 (21) ND ND ND ND ND ND
10 | Acidep- coumarique 162,95 119 (15), 93 (31) 3458.25 645,76 3256,87 2940,76 | ND ND
11 | Acide rosmarinigque 358,9 161 (17), 133 (42) 9954,93 709,86 3287,65 3098,76 | ND ND
12 | Hespéridine 611,1 303,465 ND ND ND ND ND ND
13 | Rutine 609,1 300 (37), 271 (51), 301 (38) ND ND ND ND ND ND
14 | Hyperoside 463,1 300,301 ND ND ND ND ND ND
15 | 4-OH acide benzoique | 136,95 93,65 ND ND ND ND ND ND
16 | Acide salicylique 136,95 93,65,75 ND ND ND ND ND ND
17 | Myricétine 317 179,151,137 7657,87 667,76 6569,76 5006,78 | ND ND
18 | Coumarine 146,95 103,91,77 278,76 77,78 189,54 2088,76 | ND ND
19 | Kaempférol 264.95 217,133,151 50,96 39,76 49,76 49,45 ND ND
20 | Quercetine 300,9 179,151,121 ND ND ND ND ND ND
21 | Hespérétine 300,95 164,136,108 ND ND ND ND ND ND
22 | Naringinine 270,95 151,119,107 ND ND ND ND ND ND
23 | Lutéoléine 284,95 175,151,133 ND ND ND ND ND ND
24 | Fisétine 284,95 135,121 ND ND ND ND ND ND
25 | Apigénine 268.95 151,117 452,76 150,76 445,78 207,78 ND ND
26 | Rhamnétine 314.95 165,121,300 ND ND ND ND ND ND
27 | Chrysine 253 143,119,107 2476,95 234,78 230,78 237,76 ND ND

ND : Non déterminé CR : carotte crue; CE : carotte cuite dans l’eau; CV : carotte cuite a la vapeur; CM : carotte cuite par microonde ; ECE : eau de cuisson par ébullition ; ECV : eau de cuisson par vapeur
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Dans le méme contexte, Lako et al. (2007) ont signalé que les carottes crues contiennent des
teneurs de moins 1 mg de myricetine, de quercétine, des traces de fisétine, des traces de morin et
des traces de isorhamnétine.

A partir des extraits des racines de carottes, six flavonoids ont été isolés et identifiés: trois
flavonols (le kaempférol, la quercétine et la rutine 3-rutinoside) et trois flavones (apigénine,
chrysine et lutéoline) (Rhlid et al., 1993).

En outre, Zhang et Hamauzee (2004) ont étudié la teneur en composés phénoliques et leur
distribution dans la carotte, ils ont constaté qu'elle contenait principalement les acides
hydroxycinnamiques et leurs dérivés. L'acide chlorogénique est 1’acide hydroxycinnamique
majeur, il représente 42,2-61,8% des composés phénoliques totaux détectés dans les différents
tissus de carottes. Le contenu phénolique dans différents tissus diminue dans I'ordre suivant,

épiderme > phloéme> xyléme.

Dans autres études, les auteurs ont montré que la carotte contient 37,5 mg / kg de lutéoline (Miean
et Mohaned , 2001); <1,4 mg / kg de luteoline, <1 mg / kg de myricétine (Hertog et al., 1992),
Kaempferol 15,3 pg / g de poids humide (Arai et al., 2000); 3.1-14.3 mg / kg de flavonols

(Tsanova-Savova et Ribarova, 2013)

Les résultats de LC-MS/MS confirment ceux obtenus par dosage spectrophotométrique. La
cuisson dans 1’eau et la cuisson a la vapeur ont réduit les teneurs de tous les composés identifiés.
Six composés phénoliques et deux acides organiques ont été identifiés dans les eaux de cuisson et
qui sont : ’acide quinique, acide malique, acide ferrulique, acide gallique, acide chlorogénique,

acide protocatechuique, acide tannique et acide cafeique .

La cuisson par microonde a permis la diminution des teneurs de tous les composés phénoliques
a part I’acide chlorogénique et 1’acide protocatechuique ou une rétention de ces composés a été
constatée. Cela est peut étre expliqué par l'effondrement de la structure cellulaire par le
traitement thermique ce qui augmente les polyphénols libres , soit en raison de I'hydrolyse des
glycosides de flavonol , et I'inactivation des enzymes oxydatives de la carotte, comme la
polyphénol oxydase. Par conséquent, ’ensemble de ces facteurs peut empécher la perte de
composés phénoliques libérés des parois cellulaires apres la lyse des cellules végétales (Tasca,
2007).

5.7.Activité antioxydante des extraits de la carotte
Les résultats de 1’évaluation de I’activité antioxydane par les trois méthodes (DPPH, ABTS et
CUPRAC) sont montrés dans la figure 114.
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Figure 114. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de la carotte
(1: Méthode DPPH, 2 : Méthode ABTS, 3 : Méthode CUPRAC)

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits de carotte par les trois méthodes montre que

la carotte présente une faible activité antioxydante, elle varie entre 8,65+0,65% et 15,14+0,34%
pour la méthode DPPH, entre 12,34+0,76 et 19,45+0,45% pour la méthode ABTS et entre 10,56+
0,56 et 19,83+0,09% pour la méthode CUPRAC. Cette activité augmente avec 1’augmentation de

la concentration de ’extrait. Il existe une différence significative (P< 0,05) entre les différentes

concentrations des extraits de carotte. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par

Dolinsky et al. (2016) qui ont obtenu un pourcentage d’inhibition de 3,5 + 0,60% pour les

échantillons de carotte crue.
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L’activité antioxydante a été réduite a des degrés différents selon le mode de cuisson appliqué. La
cuisson par microonde s’est averée la plus efficace, suivie par la cuisson a la vapeur et en

derniére position la cuisson dans I’eau bouillante (tableau 86).

Tableau 86 . Valeurs d’IC50 pour I’activité antioxydante des extraits de la carotte

DPPH ABTS CUPRAC
Crue 1586,65+0,06° 1180,67+0,13° 1100,87+0,07°
Cuite 2 ’eau 2703,54+0,23° 2686,76+0,89° 2592,78+0,70°
Cuite & la vapeur 1820,76+0,13° 1710,76+0,87° 1610+0,21°
Cuite par microonde 1609,8+0,98° 1295,65+0,09° 1230,65+0,24°
Témoin (BHA) 55,13+0,34° 55,56+0,18° 56,5+0,09°

Pour chaque test, le méme exposant signifie ['absence de différence significative

D’aprés le tableau 86, les résultats de 1’analyse de la variance ont montré 1’existence d’une
différence significative (P<0,05) entre les IC50 des carottes crues et cuites (& ’eau, a la vapeur et
par microonde) et cela a été observée pour toutes les méthodes appliquées pour 1’évaluation de

I’activité antioxydante (DPPH, ABTS, CUPRAC).

les IC50 des carottes cuites sont supérieures a ceux de la carotte crue. Ce qui indique une
diminution de I’activité antioxydante par le procédé de cuisson. Le mode de cuisson a I’eau a
montré la plus haute IC50 c'est-a-dire la plus faible activité antioxydante, suivi par la cuisson a la

vapeur et la cuisson par microonde.

Les résultats obtenus sont semblables a ceux obtenus par Jimenez-monreal et al.(2009) qui ont
rapporté des réductions de I’activité antioxydante d'environ 30% a 50% pour la carotte cuite a
I’eau. La carotte cuite par microonde a présenté peu de variations dans ses activités antioxydantes
.Cependant, une autre étude menée par Gayatri et al. (2007) ont montré que la cuisson présente un

effet négatif sur I’activité antioxydante des carottes.

Des résultats controverses ont été évoqués dans la littérature, notamment Dolinsky et al. (2016),
qui ont signalé une augmentation de 1’activité antioxydante aprés cuisson des carottes par
ébullition et par vapeur. Sultana et al. (2008), ont signalé que la cuisson par microonde a engendré
une faible diminution de la teneur en polyphénols totaux et une augmentation de 1’activité
antioxydante des carottes soumises a I'ébullition dans 1’eau. Faller et Fialho (2009) ont conclu
que les trois modes de cuisson ( par ébullition, par microonde et a la vapeur) diminuent I’activité

antioxydante des carottes.

La diminution de I’activité antioxydante est peut étre due & la dégradation ou la transformation

des composes phénoliques par le procédé de cuisson en d’autres composés moins actifs. Pour
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vérifier la corrélation entre la variation des taux des polyphénols par la cuisson et 1’activité

antioxydante de la carotte, un test de corrélation de Pearson a été effectué (tableau 87).

Tableau 87. Correélations entre le taux des polyphénols et I’activité antioxydante
des extraits de la carotte

DPPH ABTS CUPRAC

r P r p r p
Cuite a I’eau 1] <0,0001 1 <0,0001 1 < 0,0001
Cuite a la vapeur 1 <0,0001 1 <0,0001 1 <0,0001
Cuite par microonde 1 <0,0001 1 <0,0001 1 <0,0001

A la lecture du tableau 87, une forte corrélation positive entre la variation de la teneur en
polyphénols totaux et 1’activité antioxydante des carottes (r = 1, p< 0,0001) ce qui confirme que
les polyphénols sont les responsables de cette activit¢ et leur diminution provoque une

diminution du pouvoir antioxydant.

Selon Dolinsky et al.(2016), la réduction du pouvoir antioxydant de la carotte est attribuée a
plusieurs facteurs, comme la réduction du contenu phénolique par la cuisson et la méthode de

cuisson utilisée.

5.8.Activité anticholinestérase des extraits de la carotte
Les activités antiacétylcholinestérase et antibutyrylcholinestérase des extraits de carotte crue et
cuite (& I’eau, a la vapeur et par microonde) ont été testées puis comparées a celle d’un inhibiteur

de référence qui est la galantamine. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 115.
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Figure 115. Activite anticholinesterase des extraits de la carotte
(1 : Activité antiacétylcholinestérase 2: activité antibutyrylcholinestérase)
La carotte a présenté des faibles activités anti acétylcholinestérase et anti butyrylcholinestérase
respectivement 10,89+0.29% et 10,67+£0.45% pour une concentration de 1000 pg/ml), on
remarque que l’activité augmente avec l’augmentation de la concentration d’extrait. La
galantamine a présenté la meilleure activité inhibitrice de I’AChE et I’'BChE par rapport aux
extraits. On remarque une augmentation de 1’activité anticholinesterase aprés la cuisson.
L’activité anticholinestrase a €té augmentée, a des degrés différents, les IC50 des extraits et du

galantamine. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 88.

Tableau 88. Valeurs d’IC50 pour I’activité anticholinestérase

Activité antiacétylcholinestérase Activité
antibutyrylcholinestérase
Crue 2471,27+0,67° 2129,42+0,21°
Cuite dans I’eau 2105,29+0,24" 2087,84+0,54"
Cuite a la vapeur 1967,72+0,98° 1611,22+0,18°
Cuite par microonde 1363,6+0,56" 1234,68+0,54°
Témoin (Galantamine) 84,23+0,21° 86,56+0,08°

Pour chaque test, le méme exposant signifie ['absence de différence significative
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Ces résultats montrent qu’il existe une différence significative (p<0,05) entre les IC50 de la
carotte crue, cuite et la galantamine. Les extraits ont présenté des [1C50 élevés pour les activités
anti acétylcholinestérase et  antibuturylcholinestérase, ce qui indique une activite
anticholinestérase faible. La valeur d’IC50 obtenue pour la galantamine utilisée comme molécule
de référence est bien plus inférieur a ceux des extraits, donc le témoin a manifesté la meilleure
activité inhibitrice de ’AChE et I’BChE. La classification des modes de cuisson selon le degré
d’augmentation de D’activité anticholinestérase place la cuisson par microonde en premiere
position puis la cuisson a la vapeur et en derniére position la cuisson a 1’eau. Ces résultats sont
différents de ceux obtenus par Vasudevan et al. (2010) qui ont confirmé que les extraits de la
carotte ont un potentiel antialzheimer lorsqu'ils sont administrés pendant sept jours chez le rat.

Par ailleurs, nous signalons que malgré la diminution des composés phénoliques, une
augmentation de 1’activité anticholinesterase apres cuisson a éte enregistrée.

Pour vérifier la corrélation entre la variation du taux des polyphénols par la cuisson et I’activité
anti acétylcholinesterase et anti butyrylcholinesterase, un test de corrélation de Pearson a été
effectué, les résultats sont enregistrés dans le tableau 89.

Tableau 89. Correélations entre la variation de la teneur des polyphénols par la cuisson
et ’activité anticholinestérase

Activité Activité
anti acetylcholinestérase anti butyrylcholinestérase
r P r p
Cuite a I’eau -1 < 0,0001 -1 < 0,0001
Cuite a la vapeur -0,99 <0,0001 -1 <0,0001
Cuite par microonde -1 <0,0001 -0,98 <0,0001

D’aprés le tableau 89, I’activité anticholinestérase de la carotte est fortement négativement
corrélée a la variation de la teneur en polyphénols totaux apres cuisson. Ce qui indique que
I’augmentation de I’activité anticholinestérase peut étre expliquée par la dégradation des
polyphénols aprés cuisson et la néoformation des composés phénoliques plus actifs. La capacité
anticholinestérase d’un mélange de polyphénols n’est donc pas équivalente a la somme des
capacités anticholinestérases des composés, des effets d’antagonisme ou de synergie et des effets
de matrice pouvant apparaitre. Une modification dans les différentes proportions des composants
phénoligues de la carotte peut donc avoir une répercussion difficile a prévoir sur la capacité
anticholinestérase. La capacité anticholinesterase est donc une mesure sensible et sujette a de
nombreuses variations (Chinnici et al., 2004 ; Schmitt-Schilling et al., 2005 ; Tsao et al., 2005).
De méme, Bozkurt et al. (2017) ont signalé que d’autres composes libérés par la cuisson peuvent
participer a cette activité tels que les alcaloides qui sont connus par leurs effets contre la maladie
d’Alzheimer.
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6.1. Le piment cru

6.1.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions d’extraction des polyphénols totaux
du piment cru

Le criblage des facteurs (A : concentration du solvant; B: temps de macération; C: temps
d’ultrasonication ; D: broyage) qui semblent avoir un effet sur la réponse “"taux des polyphénols
totaux” sont récapitulés dans le tableau 90. Un nombre total de 12 essais a été nécessaire pour

compléter le plan d’expérience.

Tableau 90. Matrice d’essais du plan Plackett-Burmann pour 1’évaluation du taux
des polyphénols totaux du piment cru

. Taux des polyphénols
N° d’essai A B C D (ug EAG/ gpd’zpftrait sec)

1 K] 1 1 1 1,025x10°

> E) 1 1 1 1,562x10°

3 1 1 1 1 1,249x10°

) K] 1 1 -1 0,895x10"

5 1 1 1 -1 1,245x10°

5 1 1 1 1 1,248x10°

7 1 1 1 -1 0,900x10°

3 K] 1 1 1 1,600x10°*

9 1 1 1 1 1,405x10"

10 K] 1 1 -1 1,258x10°

11 1 1 1 1 1,612x10°

B 1 1 1 1 0,875x10"

A : concentration du solvant ; B : temps de macération ; C: temps d ultrasonication ; D: broyage

L’analyse du plan indique que le modele polynomial, qui prédit la réponse "taux des polyphénols
totaux”, est significatif (P <0,05). Les effets "concentration du solvant et temps
d’ultrasonication” se sont avérés significatifs pour un intervalle de confiance de 95%. Le
coefficient de détermination (R?) est remarquablement trés important. 1l indique que le modéle

prédit explique plus de 94,82% de la variabilité de la réponse (Annexe 7).
Le modele polynomial, exprimé en termes des codes facteurs, est comme suit :
Taux en PT =12398 - 2064 A-283B-1441C-71D

Les deux facteurs : concentration du solvant et temps d’ultrasonication ont des effets négatifs et

significatifs sur la réponse "taux des polyphénols totaux”

Le diagramme de Pareto montre que la réponse dépend principalement de la concentration du
solvant suivi par le temps d’ultrasonication. Les effets associés au temps de macération et au

broyage ne sont pas significatifs dans ce modele (Figure 116).
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Terme 2,365
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B 1
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D :
' A : concentration du solvant ;
! B : temps de macération ;

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 C: temps d ultrasonication ;
Effet normalisé D: broyage

Figurel16. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05)
des conditions d’extraction des polyphénols totaux du piment cru
6.1.2. Modelisation et optimisation des conditions d’extraction des polyphénols totaux du
piment cru
Les deux facteurs, ayant un effet significatif et qui ont été sélectionnés par le plan de criblage,
sont optimisés par le plan composite centré. Les réponses obtenues sont mentionnées dans le
tableau 91.

Tableau 91. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux
des polyphénols totaux du piment cru

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur temps Taux des polyphénols totaux
d’essai | concentration du solvant (A) d’ultrasonication(B) (ug EAG/g d’extrait sec)

1 0 0 1,174x10"

2 -1 1 2,054x10"

3 -1 -1 2,056x10"

4 0 0 1,187x10"

5 1 -1 1,078x10"

6 1 1 1,536x10"

7 0 0 1,128x10"

8 -1,414 0 1,427x10"

9 0 0 1,105x10"

10 1,414 0 1,449x10"

11 0 -1,414 1,342x10"

12 0 0 1,155x10"

13 0 1,414 2,055x10"

L’analyse du plan indique que le modéle prédit est significatif (p<0,05). L_ANOVA a montré
que les trois termes : carré du temps d’ultrasonication (BB), carré de la concentration du solvant
(AA) et terme linéaire du temps d’ultrasonication (B) sont significatifs (p< 0,05). Le terme
linéaire de la concentration du solvant et I’interaction des deux facteurs n’ont pas d’effet
significatif pour ce modéle. Le R? ajusté indique que le modéle prédit explique 99,06% de la

variabilité de la réponse (Annexe 7).
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L’équation polynomiale quadratique pour la réponse "taux des polyphénols totaux” est:

Taux en PT = -185509 + 3088 A + 3451 B - 19,78 A*A - 38,32 B*B + 2,26 A*B

Le diagramme de Pareto (Figure 117) montre que

le taux des polyphénols totaux dépend

principalement du carré du temps d’ultrasonication BB, suivi du carré de la concentration du

solvant AA et en dernicre position le terme linéaire du temps d’ultrasonication B.

Terme Z =T

BB

AA

A : concentration du solvant;
B : temps d’ultrasonication,

10

Effet normalisé

AA : carré de concentration de
solvant,

BB : carré du temps

d ultrasonication,

AB : interaction entre la
concentration du solvant et le

=T temps d ultrasonication

Figure 117. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions d’extraction des polyphénols totaux du piment cru

La surface de réponse et la courbe d’iso-réeponse sont indiquées dans la figure 118.
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Figure 118. Surface de réponse du taux des polyphénols totaux du piment cru en fonction de la
concentration du solvant et du temps d’ultrasonication

Selon la figure 118, les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se situent dans la zone

rouge limitée par les points : concentration du solvant (73-87%) et temps d’ultrasonication (42-52

min).
Les valeurs optimales obtenues

illustrées dans la figure 119.

des facteurs

191

déterminés a une désirabilité de 0,952 sont




Résultats et discussion 6. Le piment

Optimal . = "
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D:09527 ey [80,6061] [47,2727]
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Maximum
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Figure 119. Optimisation de la concentration du solvant et du temps d’ultrasonication pour
I’extraction des polyphénols du piment cru en fonction de la désirabilité 1
Les conditions optimales obtenues sont comme suit: concentration du solvant est de 80,66% et
temps d’ultrasonication est de 47,27 min. La prédiction du taux polyphénols est de 2,098x10*ug
EAG/g d’extrait sec.

6.1.3. Confirmation du modele optimisé par rapport a la concentration du solvant et du
temps d’ultrasonication pour ’extraction des polyphénols du piment cru

Les valeurs optimales obtenues ont été vérifiées expérimentalement. Les résultats obtenus sont
récapitulés dans le tableau 92.

Tableau 92. Taux de polyphénols prédit et mesuré du piment cru

Points Taux de polyphénols prédit Taux de polyphénols mesuré
(ug EAG/g d’extrait sec) (ng EAG/g d’extrait sec)
(80,66% ; 47,27min) 2,098 x 10 * 2,099x10"

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modéle mathématique sans aucune

différence significative (P = 0,05), ce qui confirme la validation du modele.

6. 2. Le piment cuit al’eau
6.2.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions de cuisson a I’eau et d’extraction des

polyphénols totaux du piment

L’évaluation du taux des polyphénols totaux de piment cuit a I’eau en fonction des sept facteurs
(A: temps de cuisson; B: température de cuisson; C: volume d’eau de cuisson; D:
concentration du solvant ; E : temps de macération ; C : temps d’ultrasonication et G : broyage)

sont présentés dans le tableau 93.
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Tableau 93. Matrice d’essais du plan Plackett- Burmann pour 1’évaluation
du taux des polyphénols totaux du piment cuit a I’eau

T : Taux des polyphénols totaux
N dessai A B ¢ D E F G (ng EA(p}/gycFl)’extrait sec)
1 -1 1 1 1 -1 1 1 0,985x10*
2 -1 -1 1 1 1 -1 1 0,856x10*
3 1 1 -1 1 -1 -1 -1 0,785 x10*
4 -1 1 1 -1 1 -1 -1 0,785 x10*
5 1 -1 -1 -1 1 1 1 0,860 x10*
6 1 -1 1 -1 -1 -1 1 0,817 x10*
7 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,779 x10*
8 -1 -1 -1 1 1 1 -1 0,958 x10*
9 1 -1 1 1 -1 1 -1 0,984 x10*
10 -1 1 -1 -1 -1 1 1 0,856 x10°
11 1 1 1 -1 1 1 -1 0,810 x10*
12 1 1 -1 1 1 -1 1 0,810 x10*

A : temps de cuisson ; B : température de cuisson; C : volume d’eau de cuisson ; D : concentration du solvant ;
E : temps de macération ; C : temps d ultrasonication ; G : broyage

Le R? indique que le modéle prédit explique 95,17% de la variabilité de la réponse. Ce modéle est
significatif (p< 0,05). De méme, les deux effets (temps et température de cuisson) se sont averés
significatifs (p< 0,05) (Annexe 7).

Le modele polynomial qui prédit la réponse “taux des polyphénols totaux” est exprimé en termes

des codes facteurs comme suit :
Taux en PT =8575,0+ 3680 A+5934B-735C+53,2D+682E-575F-110,1G

Les deux facteurs temps et température de cuisson ont des effets positifs et significatifs sur la

réponse “taux des polyphénols totaux” (Annexe 7).

Le diagramme de Pareto montre que la réponse dépend principalement de la température de
cuisson suivie par le temps de cuisson. Les effets associés a la concentration du solvant, le temps
de macération, le temps d’ultrasonication et le broyage ne sont pas significatifs dans ce modele
(Figure 120).

Terme 2776
]

> @

o]

A : temps de cuisson ;

B : température de cuisson ;

C : volume d’eau de cuisson ;

D : concentration du solvant ;

E : temps de macération ;

- H % o % = 2 = = C : temps d ultrasonication ;
Effet normalisé G: broyage

@ = m 0

Figure 120. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05) des conditions
d’extraction des polyphénols et de la cuisson a I’eau du piment.
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6.2.2. Modélisation et optimisation des conditions de cuisson a I’eau du piment

Les deux facteurs (temps et température de cuisson) sont optimisés par le plan composite centré.

Les résultats des 13 essais sont récapitulés dans le tableau 94.

Tableau 94. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux des polyphénols

du piment cuit a I’eau

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur Taux des polyphénols totaux (ug
d’essai temps de cuisson (A) température de cuisson (B) EAG/ g d’extrait sec)

1 0 0 0,903x10*

2 -1 1 0,803x10*

3 -1 -1 0,845x10*

4 0 0 0,902x10"

5 1 -1 0,873x10*

6 1 1 0,823x10*

7 0 0 0,902x10*

8 -1,414 0 0,881x10*

9 0 0 0,903 x10*

10 1,414 0 0,894x10"

11 0 -1,414 0,813x10*

12 0 0 0,922x10*

13 0 1,414 0,803x10*

Le modéle est extrémement significatif (p= 0,000). Les cinq termes (A, B, AA, BB et AB) ont
des effets significatifs sur la réponse. Le R? indique que le modéle explique plus de 98,64% de la
variabilité de la réponse (Annexe 7). Le modele polynomial, qui prédit la réponse taux des

polyphénols, est exprimé en termes des codes facteurs comme suit :

Taux en PT = 90979 - 8270 A - 364 B + 369,3 A*A + 6,069 B*B - 42,70 A*B

Le diagramme de Pareto apporte les mémes conclusions ; il indique que la réponse dépend
principalement du carré de temps de cuisson, du carré de température de cuisson suivis par
I’interaction des deux facteurs (le terme linéaire du facteur température de cuisson et le terme

linéaire du temps de cuisson) (Figure 121).

Terme 2_?6
AA
BB -
A : temps de cuisson ;
B B : température de cuisson,
AA: carré du temps de cuisson,
B BB : carré de la température de
cuisson,
A AB : interaction entre le temps
i de cuisson et la température de
o] 2 4 [ 8 10 12 14 16 1B .
Effet normalisé& cuisson

Figure 121. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions de cuisson a I’eau du piment et d’extraction des polyphénols
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La surface de réponse et la courbe d’iso réponse sont illustrées dans la figure 122.
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Figure 122. Surface de réponse du taux des polyphénols en fonction du temps et de la
température de cuisson a 1’eau du piment

A la lecture de la figure 122, les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se localisent
dans la zone rouge limitée par les points : temps de cuisson (15- 15,43min) et température de
cuisson (98-100°C). Ces valeurs ont eté calculées a une desirabilité de 1. Les résultats obtenus
sont exposés dans la figure 123.

Optimal v A B

. ax 18,0 100,0
(o= ’1'00_0 Act [15,0] [100,0]
Prévoir Min 15,0 80,0

Cc1l1
Maximum
y = 1,030E+04
d = 1,0000

Figure 123. Optimisation du temps et de la température de cuisson a I’eau
du piment en fonction de la désirabilité1

Les conditions optimales obtenues a une désirabilité de 1 sont comme suit: temps de cuisson ( 15
min) et température de cuisson (100°C). Le taux prédit des polyphénols totaux est de 1,030 x
10*ug EAG/g d’extrait sec.

195




Résultats et discussion 6. Le piment

6.2.3. Confirmation du modéle optimisé par rapport au temps et a la température de cuisson
a I’eau du piment

La valeur optimale a été verifiée expérimentalement. Les résultats obtenus sont enregistrés dans le
tableau 95.

Tableau 95. Taux de polyphénols prédit et mesuré du piment cuit a I’eau

Points Taux de polyphénols prédit Taux de polyphénols mesuré
(ng EAG/ g d’extrait sec) (ug EAG/ g d’extrait sec)
(15min, 100°C) 1,030 x 10 * 1,029 x 10 *

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans avoir de
différence significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modeéle.

6.3. Le piment cuit a la vapeur

6.3.1. Plan de criblage pour la sélection des conditions de cuisson a la vapeur et d’extraction
des polyphénols totaux du piment

Le taux des polyphénols totaux du piment cuit a la vapeur en fonction des sept facteurs sont
présentés dans le tableau 96.

Tableau 96. Matrice d’essais du plan Plackett —-Burmann pour 1I’évaluation du taux des
polyphénols totaux du piment cuit a la vapeur

. Taux des polyphénols
N°d’essai | A B C D E F G (Mg EAG /g d’extrait sec)
1 -1 1 1 1 -1 1 1 0,502x10*
2 -1 -1 1 1 1 -1 1 0,859x10*
3 1 1 -1 1 -1 -1 -1 0,785x10*
4 -1 1 1 -1 1 -1 -1 0,785x10"
5 1 -1 -1 -1 1 1 1 1,110 x10°
6 1 -1 1 -1 -1 -1 1 2,608x10"
7 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 2,627x10"
8 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1,033x10"
9 1 -1 1 1 -1 1 -1 4,554x10*
10 -1 1 -1 -1 -1 1 1 0,790x10*
11 1 1 1 -1 1 1 -1 1,120x10"
12 1 1 -1 1 1 -1 1 0,845x10*

A : temps de cuisson ; B : température de cuisson ; C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration du solvant ; E : temps de macération ; F : temps d ultrasonication ; G : broyage

L’analyse du plan montre que le modéle est significatif (p<0,05). Parmi les facteurs testés, le
temps de cuisson et la concentration de solvant ont révélé un effet significatif sur la réponse.
Le coefficient de détermination (R?) obtenu indique que 92,01% de la variabilité de la réponse
pourrait étre expliquée par ce modele (Annexe 7). Le modéle polynomial, qui prédit la réponse

taux des polyphénols, est exprime en termes des codes facteurs comme suit:

Taux en PT =23128+12254A+ 8999B- 12033C + 11439D - 8408E - 11171F-9232 G
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Les résultats obtenus montrent que le temps de cuisson et la concentration du solvant présentent
des effets positifs sur la réponse "taux des polyphénols totaux”. Les effets associés aux facteurs :
température de cuisson, volume d’eau, temps d’ultrasonication, temps de macération et broyage

ne sont pas significatifs dans ce modéle (Annexe 7).

Le diagramme de Pareto montre que la réponse dépend principalement du temps de cuisson

suivi par la concentration du solvant (figure 124)

: temps de cuisson ;

: température de cuisson ;

> volume d’eau de cuisson ;
: concentration du solvant ;
: Temps de macération ;

: temps d 'ultrasonication ;

: broyage

1
\
OMMUO®m>

Figure 124. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05) des conditions
d’extraction des polyphénols et de la cuisson a la vapeur du piment
6.3.2. Modélisation et optimisation des conditions de cuisson a la vapeur et d’extraction des
polyphénols totaux du piment
Les deux facteurs (temps de cuisson et concentration du solvant) ont été sélectionnés par le plan
de criblage pour étre optimises. Les résultats des 13 essais de la matrice sont consignés dans le
tableau 97.

Tableau 97. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux des polyphénols
totaux de piment cuit & la vapeur

N° Niveaux du facteur temps Niveaux du facteur Taux des polyphénols
d’essai de cuisson (A) concentration de solvant (B) (Mg EAG /g d’extrait sec)
1 0 0 0,756 x10*
2 -1 1 0,509 x10”
3 -1 -1 2,690 x10*
4 0 0 0,756 x10”
5 1 -1 0,509 x10*
6 1 1 2,689 x10”
7 0 0 1,087 x10°
8 -1,414 0 2,689 x10*
9 0 0 0,748 x10"
10 1,414 0 1,087 x10*
11 0 -1,414 0,756 x10*
12 0 0 0,756 x10*
13 0 1,414 1,098 x10*

La valeur p calculée est de 0,015, ce qui indique que le modéle est significatif. Le R indique que

le modéle explique plus de 82 ,29% de la variabilité de la réponse. Ces résultats montrent que les
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termes linéaires des deux facteurs (temps de cuisson et concentration du solvant), et le carré du
temps de cuisson ont des effets significatifs sur la réponse tandis que les effets associés au carré
de concentration du solvant et I’interaction des deux facteurs ne sont pas significatifs dans ce
modeéle (Annexe 7). Le modéle polynomial, qui prédit la réponse "taux des polyphénols totaux”,

est exprimeé en termes des codes facteurs comme suit :
Taux en PT = -847264 + 96197 A - 503 B - 2534 A*A + 11,20 B*B - 58,6 A*B

Le diagramme de Pareto apporte les mémes conclusions, ou la réponse dépend principalement de
la concentration du solvant suivie par le carré du temps de cuisson puis vient le temps de cuisson
(Figure 125).

Terme

A : temps de cuisson ;

B : concentration de solvant,
AA : carré du temps de
cuisson,

BB : carré de la
concentration de solvant,
AB : interaction entre le
temps de cuisson et la
concentration du solvant

BB

AB

0,0 0,5 10 15 2,0 2,5 2,0 3,5
Effet normalisé

Figure 125. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions de cuisson & la vapeur du piment et d’extraction des polyphénols

La surface de réponse et la courbe d’iso-réponse sont représentées dans la figure 126. Elles
indiquent que les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se situent dans la zone rouge

limitée par les points : temps de cuisson (17-19,3min) et concentration du solvant (95-100%).

100
%
Taux des o
polyphénols
totaux (jg EAG/g 3132 8
d'extrait)

=

—a
-
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%
%
: 8075 ]
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solvant (%) 1 i Temps de cuisson (min) P
200
I 20000 15000
W 15000 0 3 1000
=3 10000 17,0000 17493 18,5000 w0 0000 B %0
[ 5000 . ; mo
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Figure 126. Surface de réponse du taux des polyphénols totaux du piment cuit & la vapeur en
fonction du temps de cuisson et de la concentration du solvant
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Les valeurs optimales des facteurs (temps de cuisson et concentration du solvant) ont été

calculées a une désirabilite de 1. Les resultats obtenus sont illustrés dans la figure 127.

Optimal ¥ A B

| ax 20,0 100,0
= 9'92‘?0 Act [17,8182] [100,0]
Prévoir Min 17,0 60,0

c7

Maximum
y = 1970E+04

d = 0,92601

Figure 127. Optimisation du temps de cuisson a la vapeur du piment et de
la concentration du solvant en fonction de la désirabilité 1

Les conditions optimales prédites sont: temps de cuisson (17,81 min), concentration du solvant

0), taux des polyphenols (1, X 10"ugEAG/g d’extrait sec).
100% d lyphénols (1,970 x 10°ugEAG/g d’ i

6.3.3. Confirmation du modele optimisé du piment cuit a la vapeur par rapport aux temps

de cuisson et la concentration du solvant

Les résultats de 1’optimisation sont confirmés par la détermination des polyphénols totaux avec

les facteurs sélectionnés au point optimum (tableau 98).
Tableau 98. Taux de polyphénols prédit et mesuré du piment cuit a la vapeur

Points Taux des polyphénols prédit Taux des polyphénols mesuré
(Ug EAG /g d’extrait sec) (Ug EAG /g d’extrait sec)
(17,81min, 100%) 1,970x 10 * 1,971x10°

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans avoir de

différence significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modeéle.

6.4. Le piment cuit par microonde
6.4.1. Plan de criblage et sélection des conditions de la cuisson par microonde et

d’extraction des polyphénols du piment

Les résultats d’essais pour le taux des polyphénols totaux du piment cuit par microonde en
fonction des sept facteurs (A : temps de cuisson ; B : Puissance ; C : volume d’eau de cuisson ;
D : concentration de solvant ; E : temps de macération ; C : temps d’ultrasonication ; G : broyage)

sont présentés dans le tableau 99.
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Tableau 99. Matrice d’essais du plan Plackett-Burmann pour I’évaluation du taux des
polyphénols totaux du piment cuit par microonde

o 1 . Taux des polyphénols
Nedlessai | A | B | C D E F G (ug EAG /gpd’zlstrait sec)
1 1] 1 1 1 -1 1 1 1,111 x10°
2 EE 1 1 1 -1 1 0,589 x10*
3 1 1 -1 1 -1 -1 -1 0,589 x10*
4 -1 1 1 -1 1 -1 -1 1,00 x10°
5 1 | -1 -1 -1 1 1 1 1,111 x10°
6 1 | -1 1 -1 -1 -1 1 1,111 x10°
7 EE -1 -1 -1 -1 -1 0,584 x10"
8 EE -1 1 1 1 -1 1,000 x10°
9 1 | -1 1 1 -1 1 -1 0,584 x10*
10 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1,000 x10°
11 1 1 1 -1 1 1 -1 0,582 x10*
12 1 1 -1 1 1 -1 1 0,698 x10”

A : temps de cuisson ; B : puissance ; C : volume d’eau de cuisson ; D : concentration de solvant ; E : temps de
macération ; C : temps d ultrasonication ; G : broyage

L’analyse du plan montre que les valeurs du coefficient de détermination et du coefficient de
détermination ajusté sont de 98, 79% et 96,67% respectivement. La valeur de P obtenue pour ce
modele est inferieure a 0,05 ce qui indique que le modele est significatif. Les facteurs qui ont
montré des effets significatifs (p <0,05) sur la réponse « taux des polyphénols totaux » sont le
temps de cuisson et la puissance du microonde (Annexe 7). L’équation polynomiale pour la

réponse (taux des polyphénols totaux) est représentée comme suit :
Tauxen PT=8301-2256 A+382B-4C+4D-178E-2F-4G

Le facteur temps de cuisson influe négativement sur la réponse tandis que la puissance a montré
un effet positif (Annexe 7). Le diagramme de Pareto montre que le taux des polyphénols totaux

dépend principalement du temps de cuisson suivi par la puissance du microonde (Figure 128).

Terme 278
T

A : temps de cuisson ;

B : Puissance ;

C :volume d’eau de cuisson ;
D : concentration de solvant ;
E : temps de macération ;
C
G

: temps d ultrasonication ;
: broyage

i
o 5 10 15 20
Effet normalisé

Figure 128. Diagramme de Pareto des effets linéaires normalisés (p=0,05) pour les conditions
d’extraction des polyphénols et de la cuisson du piment par microonde
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6.4.2. Modélisation et optimisation des conditions de cuisson de piment par microonde

Les deux facteurs (temps de cuisson et puissance du microonde) ont été optimisés par le plan
de composite centré. Les résultats des 13 essais sont récapitulés dans le tableau 100.

Tableau 100. Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation
du taux des polyphénols totaux du piment cuit par microonde

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur puissance de la Taux des polyphénols
d’essai | temps de cuisson (A) microonde (B) (Mg EAG /g d’extrait sec)
1 0 0 0,907 x10*
2 -1 1 0,644 x10*
3 -1 -1 0,748 x10*
4 0 0 0,910 x10*
5 1 -1 1,054 x10°
6 1 1 1,101 x10*
7 0 0 0,789 x10*
8 -1,414 0 0,837 x10*
9 0 0 0,905 x10*
10 1,414 0 0,485 x10*
11 0 -1,414 0,857 x10*
12 0 0 0,856 x10*
13 0 1,414 0,856 x10*

Le R? indique que le modéle explique plus de 83,88% de la variabilité de la réponse. Le modéle
predit est significatif (p= 0,011). Les effets du terme linéaire du facteur temps de cuisson et du
terme quadratique de la puissance sont significatifs tandis que les effets associés a 1’interaction
des deux facteurs (carré du temps de cuisson et puissance du microonde) ne sont pas significatifs
pour ce modéle (Annexe 7).

Le modeéle polynomial, qui prédit la réponse “taux des polyphénols totaux”, est exprimé en termes

des codes facteurs comme suit :
Taux en PT =-5632 + 8798 A - 116,1 B - 620 A*A + 0,0449 B*B + 6,94 A*B

De méme, le diagramme de Pareto montre que la réponse dépend principalement du temps de

cuisson suivi par I’effet quadratique de la puissance (figure 129)

Terme 2 265

~ ‘

A : temps de cuisson ;

B : puissance du microonde,

AB ‘ AA : carré du temps de cuisson,
i BB : carré de puissance,

‘ i AB : interaction entre le temps

B ‘ de cuisson et la puissance

BB ‘

AA

o 1 2 = a
Effet normalisé

Figurel29. Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions de cuisson du piment par microonde
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La surface de réponse et la courbe d’iso-réponse sont représentées dans la figure 130. Les résultats

illustrés montrent que les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se localisent dans la

zone rouge limitée par les points : temps de cuisson : (10,56-11min) et puissance (796-800 Watt).
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Figure 130. Surface de réponse du taux des polyphénols du piment en fonction du temps de
cuisson et de la puissance du microonde

Les valeurs optimales des facteurs

ont été calculées a une désirabilité de 1 (figure 131). La

prédiction des conditions optimales est : temps de cuisson (11min) et puissance du microonde

(800Watt). Pour ces valeurs, le taux prédit des polyphénols totaux est de 1,299 x 10 “pg EAG/g

d’extrait sec.

Optimal - A

. ax 11,0
D: 1,090 et (10
Prévoir Min 80

C10
Maximum
y = 1,299E+04
d = 1,0000

Figure 131. Optimisation du temps de cuisson et de la
puissance du microonde en fonction de la desirabilité 1
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6.4.3 Confirmation du modele optimisé par rapport a la puissance du microonde et au

temps de cuisson du piment

Les résultats de 1’optimisation sont confirmés par 1’évaluation expérimentale du taux des

polyphénols totaux avec les facteurs sélectionnés au point optimum (tableau 101).

Tableau 101. Taux de polyphénols prédit et mesuré du piment cuit par microonde

Points Taux de polyphénols prédit (ug Taux de polyphénols mesuré
EAG /g d’extrait sec) (ug EAG /g d’extrait sec)
(11min, 800Watt) de 1,299 x 10 * 1,3x10°

La valeur mesurée est proche de celle prédite par le modele mathématique sans avoir de

différence significative (p = 0,05), ce qui confirme la validation du modéle.

6.5. Effet de la cuisson sur les taux en polyphénols totaux et en flavonoides du piment
Les taux des polyphénols totaux et des flavonoides des piments crus et cuits sont enregistrés

dans la figure 132.
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Figure 132. Taux des polyphénols totaux et des flavonoides des extraits du piment
(1 : polyphénols totaux, 2 : Flavonoides)
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Le piment cru a présenté un taux en polyphénols totaux de 20990ugEAG/g d’extrait sec. Ce
taux est relativement élevé par rapport a la littérature. Selon Ornelas-Paz et al. (2010), Menichini
et al. (2008) et Obohet Rocha (2007), le contenu phénolique total dans le piment piquant cru
varie entre 1150,5 et 2190,0 ung EAG/ g d’extrait sec ; 200 et 7820 ug EAG/ g d’extrait sec et
1321,7ug EAG / g d’extrait sec respectivement. De méme, Howard et al. (2000) ont montré que
les piments mexicains contiennent des taux faibles, variant entre 4042-7820 ug EAG/ g d’extrait

SecC.

Cette variabilite, constatée dans les taux des polyphénols totaux, peut étre due a plusieurs facteurs
notamment des facteurs extrinseques (climat, sol, etc.) et des facteurs intrinseques (variéte, stade
de maturation) (Beckman, 2000; Malencic et al., 2012). Concernant 1’effet variétal , Chuah et
al.(2008) ont évalué le taux des polyphénols totaux de plusieurs variétés de piment , ils ont
constaté que le piment rouge avait le plus haut taux en polyphénols (191 mg EAG/100 g du poids
frais), suivis des : paprika orange (163 mg EAG/100 g du poids frais), paprika rouge (144 mg
EAG/100 g du poids frais), paprika jaune (142 mg EAG/ 100 g du poids frais ) et du paprika vert
(85,1 mg EAG/ 100 g du poids frais).

Le taux, enregistré des flavonoides totaux des piments crus, est de 10100 pug EQ/g d’extrait sec.
Cette valeur est proche de celle de Shaimaa et al. (2016) (10280 a 15520 ug EQ/g d’extrait sec).
Par contre, Materska et Perucka(2005) ont trouvé des taux de flavonoides fluctuant entre 16700
et 40700 pg EQ/g d’extrait sec. Ghasemnezhad et al. (2011) ont rapporté que les changements de
composés flavonoiques tels que la quercétine et la catéchine sont dépendantes des variétés de

piments.

A la lecture des résultats enregistrés (figure 131), les trois modes de cuisson semblent réduire le
taux en polyphénols totaux a des degrés différents. Par rapport a cette réduction, la cuisson a la
vapeur semble étre la plus efficace, suivie de la cuisson par microonde et en derniére position la
cuisson a I’eau. Nous signalons que des quantités des polyphénols totaux de I’ordre de 1200 et
876 ugEAG/g d’extrait sec ont été trouvées dans I’eau bouillante et 1’eau de la cuisson a la

vapeur respectivement.

Kalt (2005) et Somsub et al. (2008) ont attribué les pertes en polyphénols a la dégradation
thermique pendant la cuisson ou & la lixiviation de ces composés dans I'eau de cuisson. De
méme, ce constat a été évoqué par Chuah et al.(2008) qui ont montré une diminution de la teneur
en composés phénoliques des piments aprés cuisson. Cependant, des résultats différents ont été
cités par Ornelas-Paz et al. (2010) qui ont montré que I'ébullition et le grillage provoquent une

augmentation du contenu phénolique des piments. De méme, Turkmen et al. (2005) ont constaté
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que plusieurs méthodes de cuisson testées (y compris I'ébullition) provoquent des augmentations

de 2 a 26% dans la teneur en polyphénols totaux des piments.

6.6.Analyse chromatographique liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-
MS/MS) des extraits du piment

Les résultats de I’analyse LC-MS/MS des extraits de piment sont mentionnés dans la figure 133 et

le tableau 102.
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Figurel33. Analyse LC-MS/MS des extraits du piment

A : piment cru, B : Cuit a I’eau, C : cuit par vapeur, D : cuit par microonde, E : eau de
cuisson (ébullition),F : eau de cuisson(vapeur)

1 : acide quinique, 2: acide malique, 3: acide ferrulique, 4: acide gallique, 5: acide chlorogénique, 6: acide
protocatechuique, 7: acide tannique, 8: acide caféique, 9: vanilline, 10: p-acide coumarique, 11: Acide
rosmarinique 12: Hesperidine, 13: Rutine, 14: Hyperoside, 15: 4-OH Acide benzoique, 16: Acide salicylique, 17:
Myricétine, 18: Coumarine 19 Kaempferol :, 20: Quercétine, 21: Hesperetine, 22: Naringénine , 23: Luteoline,
24: Fisetine, 25: Apigenine, 26: Rhamnetine, 27: Chrysin
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Tableau 102. Identification et quantification des composés phénoliques et leurs dérivés des extraits du piment par LC-MS/MS

N° | Composé lon parent MS2 (énergie de collision) Quantification (ug analyte / g d'extrait)

m/z

(m'2) CR CE CVv CM ECE ECV
1 Acide quinique 190,95 85 (22), 93 (22) 565,57 206,54 | 544,98 534,98 | 3596 | 19,67
2 Acide mallique 133,05 115 (14), 71 (17) 763,08 280,05 | 756,16 755,16 | 37,96 | 18,76
3 Acide Férrulque 172,85 85 (12). 129 (9) 607,06 267,07 | 375,20 605,20 | 38,55 | 19,67
4 Acide gallique 169,05 125 (14), 79 (25) 585,08 204,78 | 363,97 553,87 | 38,76 | 20,06
5 Acide chlorogénique 353 191 (17) 809,99 290,06 | 607,87 597,87 | 39,07 | 17,98
6 Acide protocatéchique 152,95 109 (16), 108 (26 707,87 309,34 | 700,87 560,87 | 40,78 | 19,08
7 Acide tannique 182,95 124 (22), 78 (34) 208,98 39,05 207,88 ND ND ND
8 Acide caféique 178,95 135 (15), 134 (24), 89 (31) 571,67 307,87 | 569,98 545,98 | 22,87 | 17,09
9 Vanilline 151,05 136 (17), 92 (21) ND ND ND ND ND ND
10 | Acidep- coumarique 162,95 119 (15), 93 (31) ND ND ND ND ND ND
11 | Acide rosmarinique 358,9 161 (17), 133 (42) ND ND ND ND ND ND
12 | Hespéridine 611,1 303,465 ND ND ND ND ND ND
13 | Rutine 609,1 300 (37), 271 (51), 301 (38) ND ND ND ND ND ND
14 | Hyperoside 463,1 300,301 ND ND ND ND ND ND
15 | 4-OH acide benzoique 136,95 93,65 ND ND ND ND ND ND
16 | Acide salicylique 136,95 93,65,75 ND ND ND ND ND ND
17 | Myricétine 317 179,151,137 ND ND ND ND ND ND
18 | Coumarine 146,95 103,91,77 ND ND ND ND ND ND
19 | Kaempférol 264.95 217,133,151 8769,98 2039,76 | 8709,26 749,26 | 29,78 | ND
20 | Quercetine 300,9 179,151,121 12097,98 | 7987,54 | 12006,78 | 8006,78 | 28,89 | ND
21 | Hespérétine 300,95 164,136,108 ND ND ND ND ND ND
22 | Naringinine 270,95 151,119,107 ND ND ND ND ND ND
23 | Lutéoléine 284,95 175,151,133 5748,98 3456,97 | 4348,45 4008,87 | ND ND
24 | Fisétine 284,95 135,121 ND ND ND ND ND ND
25 | Apigénine 268.95 151,117 3852,06 970,76 | 2495,08 144578 | ND ND
26 | Rhamnétine 314.95 165, 121, 300 ND ND ND ND ND ND
27 | Chrysine 253 143,119,107 ND ND ND ND ND ND

ND : non déterminé; CR : Pimentcru; CE : piment cuit dans ’eau; CV : piment cuit & la vapeur; CM : piment cuit par microonde ; ECE : eau de cuisson par ébullition ; ECV : eau de cuisson par vapeur

206




Reésultat et discussion 6. Le piment

Deux acides organiques (acide malique et acide et quinique) et dix composés phénoliques ont été
identifiés dans les extraits de piment. Les composés phénoliques sont: 1’acide ferrulique, I’acide
gallique, I’acide chlorogénique, ’acide protocatechuique, I’acide tannique, 1’acide caféique, le
kaempferol , la quercétine, la luteoline et I’apigenine. Les composés majeurs, pour le piment cru,
sont la quercétine, le kaempferol, la luteoline et I’apéginine. Ces résultats sont relativement en
accord avec ceux obtenus par Mokhtar (2014) qui a rapporté que la quercétine rhamnoside s'est
révélée étre le composé le plus abondant (82,6pg/g de piment frais). Elle représente 36% du
contenu polyphénolique total. Ce méme auteur a signalé que, parmi les flavonoides, les dérivés de
la quercétine ont la concentration la plus élevée (65%) suivies des dérivés de la lutéoléine (24%)
et du kaempferol (9%).

Par rapport a la variété et au stade de maturation, Marin et al. (2004) ont identifié des dérivés
hydroxynnamiques, des O-glycosides de la quercétine, de la lutéoléine, du chrysoeriol, et un
grand nombre de C-glycosylflavones dans les piments verts immatures et les piments rouges
immatures et mdrs. Le piment vert immature a présenté la teneur la plus élevée en polyphénols,

suivi par le piment vert mar, le piment rouge immature et le piment rouge mar.

D’une maniére générale, la cuisson a provoqué une réduction de la teneur en polyphénols totaux,
détectés pour les trois modes de cuisson. Le mode de cuisson a la vapeur s’est avéré le plus
efficace quant a la rétention des composés phénoliques par rapport aux autres modes. Les résultats

de LC-MS /MS confirment ceux du dosage spectrophotométrique.

Les eaux de cuisson ont révélé de faibles teneurs en polyphénols solubilisés. L’eau provenant de
la cuisson par ébullition a présenté deux acides organiques ( acide malique et acide quinique) et
sept composés phénoliques ( I’acide ferrulique, 1’acide gallique, 1’acide chlorogénique, 1’acide
protocatechuique, 1’acide caféique, le kaempferol , la quercétine) ; tandis que I’eau issue de la
cuisson a la vapeur a présentée cing composés phénoliques (I’acide ferrulique, I’acide gallique,
I’acide chlorogénique, 1’acide protocatechuique, et 1’acide caféique) et les mémes acides

organiques.

Par rapport a I’effet variétal, Wahyuni et al. (2011) ont étudié le contenu phénolique de 32
variétés de piments. lls ont montré que la quercétine n’existe que sous la forme d'O-glycosides
et que des glycosides de quercétine, d’apéginine et de lutéonine ont été détectés et quantifiés dans
toutes les variétés. En paralléle, deux nouveaux composés de quercétine glycoside (quercétine 3-
O-glucoside-7-O-rhamnoside et quercétine glycosylée avec du sulfate de rhamnoside fixée soit a
la position C-3 ou C-7) ont été identifiés. Deux composes O-glycosides de lutéoléine ( la

lutéoléine (apiosyl-acétyl) -glucoside et la lutéoléine 7-O- (2-apiosyl) —glucoside ) et  cing
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autres glycosides de lutéoléine (6-C-hexoside de lutéoléine, 8-C-hexoside de luteoline, 6-C-
pentoside-8-C-hexoside de luteoline, 6-C-hexoside-8-C-pentoside de luteolin, 6,8-di-C-hexoside
de luteoleine) ont éte mis en évidence dans les piments. Deux C-glycosides d'apigenine
(I'apigenine 6-C-pentoside-8-C-hexoside et 6,8-di-C-hexoside d'apigenine) ont été détectés dans

le péricarpe des fruits des piments.

Selon Shetty (2004), les acides phénoliques et les flavonoides sont des composés phénoliques
majeurs trouvés dans les piments. Ils sont synthétisés par les plantes en raison de l'adaptation au
stress biotique et abiotique. De méme, Asnin et Park, (2015) ont signalé la présence des produits
de glycosylation aux positions C6, C8 et O7 des flavons et les positions O3 et O7 des flavonols
dans les piments. Les acides phénoliques peuvent également subir une glycosylation et donnent
leurs dérivés dans les extraits de piment (Materska et Perucka, 2005). Par rapport aux
proanthocyanidines, les essais effectués par Bahorun et al. (2004) et Hervert-Hernandez et
al.(2010) n'ont pas révélé de quantités considérables dans les piments. Concernant les tanins,
Gorinstein et al. (2009) ont constaté a la fois des tanins hydrolysées et non hydrolysées dans le

piment.

Les données sur la distribution des composés phénoliques libres et liés dans les piments sont
controversées. Gorinstein et al. (2009) et Hervert-Hernandez et al. (2010) ont rapporté que la
fraction liée comprend moins de 10% des polyphénols totaux dans le piment rouge. Au contraire,
Oboh et Rocha (2007) ont constaté que les composés phénoliques libres prévalent sur la fraction
liée de 10 a 50% dans les piments, quelque soit leur degré de maturation. Cette large gamme
d'opinions peut résulter de différents protocoles d'extraction appliqués, des génotypes, de la
croissance et de la récolte, ect.

Selon Marin et al. (2004), Materska et Perucka (2005), le contenu total des composes
phénoliques varie entre 0,05 et 0,3% du poids frais selon la variété, I'étape de maturité et les
conditions de croissance. Concernant le niveau total de flavonoides, il diminue en général

pendant la maturation.

6.7.Activité antioxydante des extraits du piment
Les résultats de 1’évaluation de I’activité antioxydante par les méthodes de DPPH, ABTS et
CUPRAC sont illustrés dans la figure 134.
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Figure 134. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits du piment
(1 : Méthode DPPH, 2 : Méthode ABTS, 3 : Méethode CUPRAC)

Les résultats, exprimés en pourcentage d’inhibition des radicaux libres DPPH, ABTS et de la
réduction de Cu*?, montrent que le piment présente un pouvoir antioxydant élevé a I’état cru,
puis il diminue aprés cuisson.
A T’issu de la figure 133, I’activité antioxydante semble étre réduite & des degrés différents selon
la méthode de cuisson. La cuisson par microonde s’est avérée la plus efficace quant au pouvoir
antioxydant, suivie de la cuisson a la vapeur et en derniéere position la cuisson a I’eau.
Les IC50 des extraits des piments crus et cuits et du témoin (BHA) sont consignés dans le tableau
103.
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Tableau 103. Valeurs d’IC50 des extraits du piment

DPPH ABTS CUPRAC
Cru 90,76+0,09° 156,88+0,04° 67,87+0,35°
Cuit dans I’eau 1120,98+0,76° 678,98+ 0,87° 1378,45+0,08°
Cuit a la vapeur 567,89+0,45° 397,76+0,34° 160,06+ 0,13°
Cuit par microonde 173,89+0,32° 178,76+0,76° 140,78+ 0,86°
Témoin (BHA) 40,87+0,12° 56,87+0,54° 45,87+0,40°

Pour chaque test, le méme exposant signifie ['absence de différence significative

L’analyse de la variance indique [D’existence d’une différence significative (P<0,05) entre les
IC50 des piments crus et cuits (a I’cau, a la vapeur et par microonde) pour tous les tests réalisés
(DPPH, ABTS et CUPRAC).

Les IC50 obtenus pour les piments cuits sont supérieurs aux valeurs des IC50 des piments crus.
Le mode de cuisson "par microonde” a montré la plus faible valeur 1C50 par rapport aux autres
méthodes de cuisson, ce qui indique que ce mode de cuisson a conservé la plus haute activité
antioxydante, suivi par la cuisson a la vapeur et enfin la cuisson directement & 1’eau. Par ailleurs,
les valeurs d’IC50 calculées des piments sont inférieurs aux IC50 du témoin, ce qui signifie que
les piments crus et cuits possédent une activité antioxydante mais qui reste inférieure a celle de
I’antioxydant de référence.

Hwang (2012) a montré que l'activité reductrice du DPPH du piment a été considérablement
réduite apres cuisson. Elle a été réduite de 42,0% a 60% apres I'ébullition, de 23,5 a 30,3% apres

la cuisson a la vapeur, de 11,6 a 15,4% apres la torréfaction et de 4,6 a 15,8% aprés la friture.

Selon la littérature consultée, des constats controversés ont été signalés. Turkmen et al. (2005)
ont montré que l'activité antioxydante du piment augmente apres cuisson. Par contre, Chuah et
al. (2008) ont observé que I’activité antioxydante des différentes variétés de piment coloré
diminue aprés cuisson. De méme, Loizzo et al. (2013) ont déclaré que le processus de friture
réduit considérablement la capacité du piment a inhiber 1’oxydation de ’acide linoléique surtout
aprés 60 minutes d'incubation. Selon ces auteurs, l'inhibition de I'oxydation de I'acide linoléique
pourrait étre attribuée en particulier aux capsaicinoides.

Differents facteurs de cuisson, y compris la méthode, le mode, la température, la cuisson, le

temps et la taille des portions, affectent fortement 1’activité antioxydante du piment.

Plusieurs composés du piment peuvent contribuer a cette activité antioxydante, y compris le taux
des polyphénols totaux. Pour Vérifier cette hypothese, un test de corrélation a été effectué entre

les tests réalisés et les taux des polyphénols calculés (Tableau 104).
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Tableau 104. Corrélations entre les taux des polyphénols totaux
et les tests de 1’activité antioxydante réalises des extraits du piment

DPPH ABTS CUPRAC

r p r p r p
Cuit dans I’eau 0,998 0,002 0,997 0,002 0,994 0,001
Cuit a la vapeur 0,992 0,001 0,979 0,005 0,979 0,004
Cuit par microonde | 0,997 0,000 0,979 0,005 0,998 0,000

R : Coefficient de Pearson, P : probabilité

Quelque soit le mode de cuisson, il existe de fortes corrélations entre les taux des polyphénols
totaux et I’activité antioxydante pour les trois tests. Ces corrélations sont positives ce qui indique
que I’augmentation des valeurs de 1’activité antioxydante est proportionnelle a I’augmentation des

taux des polyphénols.

Ce résultat concorde avec les travaux de Materska (2014), qui a trouvé une bonne corrélation
entre la teneur totale en polyohénols et 1’activité antiradicalaire des fractions du placenta et du
péricarpe de différents piments. De méme, Alvarez-Parrill et al. (2011) ont montré que les
composés phénoliques ont été les principaux contributeurs a 1’activité antioxydante des piments

frais et transformés.

6.8. Activité anticholinestérase des extraits du piment
L’effet du mode de cuisson (ébullition, microonde et a la vapeur) sur lactivité
antiacetylcholinestérase et anti butyrylcholinestérase des piments est illustré dans la figure 134.
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Figure 134. Activité anticholinestérase des extraits du piment
(1 : Activité acétylcholinestérase, 2 : activité butyrylcholinestérase)

Les IC50 des extraits du piment et de la galantamine ont été évalués. Les résultats obtenus sont

consignés dans le tableau 105.

Tableau 105. Valeurs d’IC50 pour I’activité anticholinestérase des extraits du piment

Activité antiacétylcholinestérase Activité
antibutyrylcholinestérase
Cru 765,96+0,34° 589,98+0,06"
Cuit dans I’eau 1789,78+0,45° 1100,09+0 ,78°
Cuit a la vapeur 1067,98+0,23° 1018,03+0,45°
Cuit par microonde 987,99+0,09° 796,87+0,67°
Témoin (Galantamine) 32,78+0,23° 31,98+0,60°

A Tissu du tableau 105,

une différence significative (p<0,05) entre

les activités

antiacétylcholinesterase et antibutyrylcholinesterase des extraits de piment crus et cuits (dans

I’eau, a la vapeur, et par microonde) a eté constatée. L’extrait de piment cru présente la plus

faible valeur d’IC50, ce qui signifie qu’il posseéde la plus haute activité anticholinestérase. Selon

les valeurs d’IC50 obtenues, la classification des échantillons cuits selon leur capacité a inhiber

les deux enzymes (acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase) est : la cuisson par microonde en
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premiére position, la cuisson a la vapeur en deuxiéme position et la cuisson dans 1’eau en
derniére position. Cette observation peut étre attribuée a la diminution des composes phénoliques
par cuisson.

Des études antérieures ont montré que les extraits de piment présentent des pouvoirs inhibiteurs
de l'acétylcholinestérase (AChEI) (Oboh et al., 2007 ; Ogunruku et al., 2014), et des pouvoirs
inhibiteurs de la butyrylcholinestérase (BUChE). En effet, cette enzyme est considérée comme
une stratégie thérapeutique, car elle a été impliqué dans I'agrégation des peptides béta amyloides

associés a des processus neurodégéneratifs dans le cerveau (Ogunruku et al., 2014).

Dans le méme contexte, Nantakornsuttanan et al.(2016) ont testé les activités anticholinestérases
de six variétés des piment du Chili, ils ont montré que les piments présentent des activités
inhibitrices de I’AChE de 5 a 26% d'inhibition , de méme des activités inhibitrices de la BChE
fluctuant entre 2 a 24%, tout en dépendant de la dose.

Les piments peuvent étre la source potentielle d’alimentation pour la prévention de la maladie
d'Alzheimer. L’effet préventif peut étre attribué a sa richesse en composés phénoliques. La
correélation entre les taux des polyphénols totaux des piments cuits et 1’activité anticholinestérase
des polyphénols a été testée (tableau 106)

Tableau 106. Corrélations entre les taux des polyphénols totaux
des piments cuits et I’activité anticholinestérase

Activité anti acétylcholinestérase Activité anti butyrylcholinestérase
r P r p
Cuisson dans I’eau 1 < 0,0001 1 < 0,0001
Cuisson a la vapeur 1 <0,0001 0,999 <0,0001
Cuisson par microonde 1 < 0,0001 0,978 0,0003

r : Coefficient de Pearson ; p : Probabilité

D’aprés le tableau 106, 1’activité anticholinestérase des extraits du piment est fortement et
positivement corrélée a la variation des taux des polyphénols totaux aprés cuisson. Il semble que
certains composés phénoliques détectés dans cette variété de piment (lutéoléine et quercétine)
ont des fortes propriétés anti cholinestérases. Selon les expériences de Helmja et al .(2007) et
Nantakornsuttanan et al. (2016), ces mémes composés pourraient étre responsables de 1’activité
anti-ACHE. D’apres Orhana et al. (2007) et Katalinic et al. (2010), la myricétine, la quercétine

et la luteoline peuvent aussi inhiber le BChE dans le plasma humain.
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7. Synthese globale des résultats obtenus

Les principaux résultats obtenus sont récapitulés dans les tableaux 107 et 108. Le

synthétise les résultats des essais d’optimisation obtenus

tableau 107
et le tableau 108 les principaux résultats

d’analyses qualitatives et quantitatives obtenus pour les six légumes traités.

Tableau 107 . Récapitulation des résultats des essais d’optimisation obtenus

Pomme de terre

Facteurs
sélectionnés pour
la matrice
Plackett-Burman

Crue

Temps de macération et d’ultrasonication

Cuite par ébullition

Temps et température de cuisson

Cuite a la vapeur

Temps et température de cuisson

Cuite par microonde

Temps de cuisson et puissance de la microonde

Crue

PT= 14685 + 242 A + 242 B - 1259 C + 4257 D

mat'::';g;?que Cuite par ébullition | PT = 1408-567 A+ 615B + 163C + 107D + 10LE- 99 F + 156 G
du plan Cuite a la vapeur PT=6049 +531 A-5530B+291C-92D-274E+169F-27G
Plackett-Burman | Cuite par microonde | PT = 10224 + 5058 A + 2593 B-425C + 749D + 1181 E - 1497 F -
1348 G
Crue PT = 14626 + 36,85 A - 745 B + 0,00591 A*A + 22,03 B*B -
Modéle 1331 A*B
mathématique | Cuite par ébullition PT=0917,4- 4839 A+ 153,9 B + 275,6 A*A + 472,0 B*B
optimisé _ +546,4 A*B
Cuite a la vapeur PT =524 + 1961 A + 2162 B + 5527 A*A + 3629 B*B - 391 A*B
Cuite par microonde PT = 14570 + 4418 A + 1803 B - 3050 A*A - 373 B*B - 2344 A*B
Taux des Crue 4,6190x 10°
polyphénols Cuite par ébullition 0,3357x10*
(ug EAG/g Cuite & la vapeur 1,4060x 10°
d’extrait) Cuite par microonde 1,6208 x.10*
Oignon
Facteurs Cru concentration du solvant et temps de macération
sélectionnés pour | Cuit par ébullition Temps de cuisson et d’ultrasonication
la matrice

Plackett-Burman

Cuit a la vapeur

Temps de cuisson et d’ultrasonication

Cuit par microonde

Temps de cuisson et de macération

Modéle
mathématique
du plan
Plackett-Burman

Cru

PT = 18061 + 3728 A-730B + 3285 C-767 D

Cuit par ébullition

PT = 3804+ 1311A-339B +387C-313D-394E -489F+371G

Cuit a la vapeur

PT=17386-5736 A-878B-26 C-626 D + 461 E - 2581 F
+442 G

Cuit par microonde

PT=9109 + 1312A-9B-106 C-735D-1101E+ 717 F + 132 G

Modele
mathématique

Cru

PT=75-1111,2A-31,94 B + 5,627 A*A + 0,005728 B*B
+0,2236 A*B
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Cuit par ébullition

PT = 152568 - 14590 A - 936,4 B + 378,1 A*A + 5,419 B*B

+ 26,45 A*B
Cuit a la vapeur PT = 16323,8 + 3106,3 A - 662,2 B - 1713,5 A*A + 2889,9 B*B
+ 230,1 A*B
Cuit par microonde | PT =8820 + 138 A +5,31B + 17,9 A*A + 0,002283 B*B - 1,088 A*B
Taux des Cru 2 ,9069x 10*
polyphénols Cuit par ébullition 0,7425 x 10*
Cuit & la vapeur 2,8919x 10*
Cuit par microonde 1,2602x 10*
Epinard
Facteurs Cru Concentration du solvant et temps de macération
sélectionnés pour | Cuit par ébullition Temps de cuisson et température de cuisson
la matrice

Plackett-Burman

Cuit a la vapeur

Temps de macération et d’ultrasonication

Cuit par microonde

Temps de cuisson et puissance de la microonde

Cru

PT =9147 + 3353 A+ 1225B - 234 C + 399 D

Modéle Cuit par ébullition | PT =8333 + 7210 A +424B+ 186 C-250D-201E+91F + 172G
mathématique Cuit a la vapeur PT =5685 + 14 A + 337 B - 274 C + 1073 D - 1900 E + 2023 F -
du plan 504 G
Plackett-Burman [~ Cuit par microonde | PT = 11426 + 3002 A + 1571 B-172C + 190 D + 81 E - 288 F -
291G
Cru PT =107371- 2165A- 37,50 B + 11,93 A*A + 0,00225 B*B +0,410
A*B
Modele Cuit par ébullition | PT = 8820 + 138 A + 5,31 B + 17,9 A*A + 0,002283 B*B - 1,088 A*B
mathématique Cuit a Ia vapeur PT =-23952 + 16,24 A + 1334 B - 0,011032 A*A - 14,37 B*B -
optimisé 0.0866 A*B
Cuit par microonde PT =68614 - 3907 A - 163,3 B + 169,8 A*A + 0,1260 B*B
+ 2,762 A*B
Taux des Cru 1,9790 x 10*
polyphénols(lg | Cuit par ébullition 1,2540 x 10°
EAG/g d’extrait) Cuit & la vapeur 1,0440 x 10*
Cuit par microonde 1,8620 x 10*

Aubergine

Facteurs
sélectionnés pour
la matrice
Plackett-Burman

Crue

Concentration de solvant et temps de macération

Cuite par ébullition

Temps de cuisson et température de la cuisson

Cuite a la vapeur

Température de cuisson et d’ultrasonication.

Cuite par microonde

Temps de cuisson et volume d’eau

Crue

PT =8651,8-1476,6 A-1279,4B +209,3C-38,7D

Modéle Cuite par ébullition PT =12799 - 2323 A-1818B-646 C+ 124D + 1159 E - 388 F
mathématique + 477G
du plan Cuite a la vapeur PT=13035+627 A-1451B-3C-431D-780E+ 1214 F + 763 G
Plackett-Burman | Cuite par microonde PT =16782-2155A+932B +2801C-1348D-1163E+ 1472 F
+272G
Modéle Crue PT =79632 - 1378,4 A - 20,42 B + 7,648 A*A + 0,001763 B*B
mathématique +0,2074 A*B
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Cuite par ebullition

PT = 174945 + 4527A - 4548B - 41,70 A*A + 28,36 B*B - 31,69 A*B

Cuite a la vapeur

PT =109755 - 2461 A + 323 B + 10,14 A*A - 20,52 B*B + 17,85 A*B

Cuite par microonde

PT = 366120 - 37920 A - 1389 B + 1003 A*A + 4,399 B*B

+ 80,7 A*B
Taux des Crue 2,400x 10*
polyphénols Cuite par ébullition 1,639x 10°
(“? EA(_B/ 9 Cuite a la vapeur 1,880 x 10°
d"extrait) Cuite par microonde 2,498 x 10*
Carotte
Facteurs Crue Temps de macération et d’ultrasonication
SéleICtionnéS pour | Cuite par ébullition Temps d’ultrasonication et température de cuisson
a matrice

Plackett-Burman

Cuite a la vapeur

Temps de cuisson et température de cuisson

Cuite par microonde

Temps de cuisson et la concentration du solvant

Modéle
mathématique
du plan
Plackett-Burman

Crue

Taux des polyphénols totaux =9413 + 571 A- 1952 B-714C-579D

Cuite par ébullition

PT =7561 - 254A + 1481B + 590 C-354 D + 341 E- 1529 F + 347 G

Cuite a la vapeur

PT=8597 + 1519 A-756B-284C+ 299D +332E-233F-213G

Cuite par microonde

PT=8733-967A+323B-558C-1172D + 661 E-583 F + 672G

Crue PT =1445 + 10,69A + 61,3B + 0,002925A*A + 3,448 B*B

Modzle -0,3649A*B

mathématique | Cuite par ébullition | PT =-138563 + 3144 A + 540 B - 16,74 A*A - 0,492 B*B - 5,84 A*B

optimisé Cuite a la vapeur PT =-19204 + 2422,8 A - 692,5 B - 30,180 A*A + 1,158 B*B

+ 7,868 A*B

Cuite par microonde PT =37915- 1572 A-308,5B + 26,9 A*A + 1,425 B*B + 0,81 A*B
Taux des Crue 1,6880 x 10
polyphénols Cuite par ébullition 0,8744 x 10"
(ug EAG/g Cuite & la vapeur 0.9977 x 10*
d’extrait sec) Cuite par microonde 1,2000 x 10*

Piment

Facteurs
sélectionnés pour
la matrice
Plackett-Burman

Cru

Concentration du solvant et temps d’ultrasonication

Cuit par ébullition

Temps et température de cuisson

Cuit a la vapeur

Temps de cuisson et concentration de solvant

Cuit par microonde

Temps de cuisson et puissance

Modele
mathématique
du plan
Plackett-Burman

Cru

PT =12398 - 2064 A-283B-1441C-71D

Cuit par ébullition

PT=8575,0 + 368,0 A+ 5934B-735C+ 532D + 68,2 E - 57,5F -
110,1G

Cuit a la vapeur

PT =23128+12254A+ 8999B- 12033C + 11439D - 8408E - 11171F-
9232 G

Cuit par microonde

PT=8301-2256 A+382B-4C+4D-178E-2F-4G

Modéle

Cru

PT=-185509 + 3088 A + 3451 B - 19,78 A*A - 38,32 B*B + 2,26 A*B
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Cuit par ébullition

PT =90979 - 8270 A - 364 B + 369,3 A*A + 6,069 B*B - 42,70 A*B

Cuit a la vapeur

PT=-847264 + 96197 A - 503 B - 2534 A*A + 11,20 B*B - 58,6 A*B

Cuit par microonde

PT =-5632 + 8798 A - 116,1 B - 620 A*A + 0,0449 B*B + 6,94 A*B

Taux des Cru 2,0990 x 10*
polyphénols(ug Cuit par ébullition 1,0290 x 10
EAG/g d’extrait) ¢ it 3 1a vapeur 1,0710x10°
Cuit par microonde 1,3000 x 10 *

Tableau 108 . Récapitulation des résultats des analyses qualitatives et quantitatives obtenus

Pomme de terre

Réduction ou augmentation En %

Effet de la cuisson sur les
teneurs en
polyphénols totaux

Crue

4, 619x 10* ug EAG/g d’extrait sec

Cuite par ébullition Réduction 92,73%
Cuite a la vapeur Réduction 69,56%
Cuite par microonde Réduction 64,90%

Eau de cuisson a I’eau

0,1000 x 10*ug EAG /g d’extrait sec

Eau de cuisson a la vapeur

0,0500 x 10*ug EAG/g d’extrait sec

Effet de la cuisson sur les
teneurs en
flavonoides totaux

Crue

2,4100 x 10* pg EQ/g d’extrait sec

Cuite par ébullition Réduction 95,84%
Cuite a la vapeur Réduction 59,04%
Cuite par microonde Réduction 56,26%

Eau de cuisson a la vapeur

567,00 pg EQ/g d’extrait sec

Eau de cuisson a la vapeur

297,98 pg EQ/g d’extrait sec

Pourcentage d’inhibition : 67,76%
lEffeF dela 09'5502 sur Cuite par ébullition Réduction 18,36%
’activité antioxydante — - - 0
(Test DPPH) C_mte ala Yapeur Reduct!on 10,19%
Cuite par microonde Réduction 5,70%
Crue Pourcentage d’inhibition : 69,56%
lEffe.t ‘f'e la cwsszn sur Cuite par ébullition Réduction 19,87%
’activité antioxydante — , -
I R n 11, 19%
(Test ABTS) C_U|te ala Yapeur e/zduct!o , 19%
Cuite par microonde Réduction 6,09%

Crue Pourcentage d’inhibition :70,67%
lEffe'f dela cmsso(r; sur Cuite par ébullition Réduction 22,04%
’activité antioxydante — 7 -
(Test CUPRAC) C.U|te ala Yapeur Reductfon 5,66
Cuite par microonde Réduction 2,85%
Crue Pourcentage d’inhibition : 40,55%
Effet de la cuisson Cuite par ébullition Augmentation 43,60%
sur I’activité S _ g 5
antacétylcholinestérase Cuite a la vapeur Réduction 26,28%
Cuite par microonde Réduction 11,76%
Effet de la cuisson Crue Pourcentage d’inhibition : 45,55%
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sur 1’activité Cuite par ébullition Réduction 43,20%
antibutyrylcholinestéras Cuite & la vapeur Réduction 29,98%
¢ Cuite par microonde Réduction 12,66%
Oignon
Réduction ou augmentation En %

Effet de la cuisson sur les
teneurs en
polyphénols totaux

Cru Taux : 2 ,9069x 10°ng EAG/g d’extrait sec

Cuit par ébullition Diminution 74,45%
Cuit a la vapeur Rétention /

Cuit par microonde Diminution 56,64%

Eau de cuisson a I’eau

0,2356x10" pg EAG/g d’extrait sec

Eau de cuisson a la

0.0235 x10* pg EAG/g d’extrait sec

Effet de la cuisson sur les
teneurs en
flavonoides totaux

Crue

1,9234 x10" pg EQ/g d’extrait sec

Cuit par ébullition Diminution 71,57%
Cuit a la vapeur Rétention /
Cuit par microonde Diminution 44,01%

Eau de cuisson a la

0,1345x10" ug EQ/g d’extrait sec

Eau de cuisson a la

0,0102 x10*ug EQ/g d’extrait sec

_ Crue Pourcentage d’inhibition : 91,91%
lEffe'F dela cglssog sur Cuit par ébullition Réduction 28,31%
’activité antioxydante — , - 5
(Test DPPH) C_wtea Ia.vapeur Reduct!on 19,72%
Cuit par microonde Réduction 25,04%
Crue Pourcentage d’inhibition :89,32%
Effet de la cuisson sur Cuit par ébullition Réduction 19,92%
’activité antioxydante —— - - 3
(Test ABTS) Cuit a la vapeur Réduction 3,62%
Cuit par microonde Réduction 12,11%
Cru Pourcentage d’inhibition : 92,76%
Effet de la cuissog sur Cuit par ébullition Réduction 36,46%
Iactivité antioxydante —— T 3
(Test CUPRAC) Cuit a la vapeur Réduction 9,24%
Cuit par microonde Réduction 16,30%
Cru Pourcentage d’inhibition : 55,21%
Effet de la cuisson Cuit par ébullition Réduction 3,20%
. Siurl activite Cuit a la vapeur Réduction 7,69%
antiacetylcholinesterase
Cuit par microonde Réduction 19,99%
Cru Pourcentage d’inhibition : 50,21%
Effet de la ?U_iS’SOH Cuit par ébullition Réduction 8,70%
_ surlactivite Cuit a la vapeur Réduction 10,41%
antibutyrylcholinesterase
Cuit par microonde Réduction 29,55%
Epinard
Réduction ou ’ En %

Effet de la cuisson sur les
teneurs en polyphénols

Cru

Taux : 19790 pg EAG/g d’extrait sec

Cuit par ébullition

Réduction ‘

36,63%
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totaux

Cuit a la vapeur

Réduction 47,24%

Cuit par microonde

Réduction 5,91%

Eau de cuisson a la vapeur

Taux :1087 pg EAG/g d’extrait sec

Eau de cuisson a la vapeur

Taux : 579 ng EAG/g d’extrait sec

Effet de la cuisson sur les
teneurs en flavonoides
totaux

Cru

Taux :10876 pg EQ/g d’extrait sec

Cuit par ébullition Réduction 9,27%
Cuit a la vapeur Réduction 29,62%
Cuit par microonde Réduction 3,86%

Eau de cuisson a la vapeur

Taux :456,87 pg EQ/g d’extrait sec

Eau de cuisson a la vapeur

Taux :234,75 pg EQ/g d’extrait sec

Effet de la cuisson sur
I’activité antioxydante

(Test DPPH)

Cru

Pourcentage d’inhibition : 67,89

Cuit par ébullition Augmentation 4,38%
Cuitea la vapeur Réduction 11,28%
Cuit par microonde Augmentation 6,43%

Effet de la cuisson sur
I’activité antioxydante

(Test ABTS)

Cru

Pourcentage d’inhibition : 68,29%

Cuit par ébullition Augmentation 5,24%
Cuit a la vapeur Réduction 11,80%
Cuit par microonde Augmentation 9,63%

Effet de la cuisson sur
I’activité antioxydante

(Test CUPRAC)

Cru

Pourcentage d’inhibition :68,67%

Cuit par ébullition Augmentation 4,89%
Cuit a la vapeur Réduction 13,76%
Cuit par microonde Augmentation 10,87%

Effet de la cuisson

Cru

Pourcentage d’inhibition :80,34%

Cuit par ébullition Réduction 10,55%
sur 1’activité — - -
0,
antiacéthylcholinestérase Cuit a la vapeur Réduction 15,63%
Cuit par microonde Réduction 2,07%
. Cru Pourcentage d’inhibition :79,34%
Effet de la cuisson - — - .
Cuit par ébullition Réduction 6,90%
sur Iactivité Cuit a la vapeur Réduction 17,11%
antibutyrylcholinestérase Cuit par microonde Réduction 4,62%
Aubergine
Réduction ou En %

augmentation

Effet de la cuisson sur les

teneurs en polyphénols

totaux

Crue Taux : 2,400x 10* ug EAG/g d’extrait sec
Cuite par ébullition Réduction 32,68%
Cuite a la vapeur Réduction 21,82%
Cuite par microonde Augmentation 3,70%

Eau de cuisson par ébullition

3006 ug EAG/g d’extrait sec

Eau de cuisson a la vapeur

2400 pg EAG/g d’extrait sec

Effet de la cuisson sur les

Crue

Taux : 14789 ug EQ/g d’extrait sec

teneurs en flavonoides

Cuite par ébullition

Réduction y 33,22%
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totaux

Cuite a la vapeur

Réduction 32,32%

Cuite par microonde

Augmentation 13,52%

Eau de cuisson par ébullition

1098,78 ug EQ/g d’extrait sec

Eau de cuisson a la vapeur

689,23 pg EQ/g d’extrait sec

Effet de la cuisson sur

Crue

Pourcentage d’inhibition : 79,09%

"activité antioxydante Cuite par ébullition Augmentation 2,68%

- < H 0,

(Test DPPH) C.U|te ala Yapeur Augmentat-lon 8,71%
Cuite par microonde augmentation 10,29%

Effet de la cuisson sur Crue Pourcentage d’inhibition :87,96%
I’activité antioxydante Cuite par ébullition Augmentation 1,28%

— - 3

(Test ABTS) C-U|te ala Yapeur Augmentat!on 3,08%
Cuite par microonde Augmentation 4,57%

Effet de la cuisson sur Crue Pourcentage d’inhibition :73,09%
’activité antioxydante Cuite par ébullition Augmentation 3,98%

— - 5
(Test CUPRAC) C-U|te ala Yapeur Augmentat!on 12,01%
Cuite par microonde Augmentation 13,55%

Effet de la cuisson Crue Pourcentage d’inhibition :29,87%
Cuite par ébullition Augmentation 87,78%

sur I’activité — - 3
antiacéthylcholinestérase Cuite a la vapeur Augmentation 97,18%
Cuite par microonde Augmentation 99,02%

) Crue Pourcentage d’inhibition : 29,09%

Effet de la cuisson . — -
Cuite par ébullition Augmentation 88,78%
_ sur Pactivite Cuite a la vapeur Augmentation 98,99%
antibutyrylcholinestérase Cuite par microonde Augmentation 99,08%
Carotte
Réduction ou En %
augmentation
Crue Taux : 16880 ug EAG/g d’extrait sec
_ Cuite par ébullition Réduction 48,19%
Effet detla cuisson sur les Cuite a la vapeur Réduction 40,89%
eneurs en - - TR
, Cuite par microonde Réduction 28,90%
polyphénols totaux

Eau de cuisson par ébullition

2345 pg EAG/g d’extrait sec

Eau de cuisson a la vapeur

1200 pg EAG/g d’extrait sec

Effet de la cuisson sur les
teneurs en
flavonoides totaux

Crue Taux :9878 ug EQ/g d’extrait sec

Cuite par ébullition Réduction 45,87%
Cuite a la vapeur Réduction 31,16%
Cuite par microonde Réduction 25,61%

Eau de cuisson a la vapeur

867,98 ug EQ/g d’extrait sec

Eau de cuisson a la vapeur

567,87 ng EQ/g d’extrait sec

Effet de la cuisson sur
I’activité antioxydante

Crue

Pourcentage d’inhibition : 15,14%

Cuite par ébullition

Réduction \ 39,63%
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(Test DPPH) Cuite a la vapeur Réduction 20,14%
Cuite par microonde Réduction 13,54%
_ Crue Pourcentage d’inhibition :19,45%
lEffej[ ‘?'e la CP'SS? sur Cuite par ébullition Réduction 37,84%
’activité antioxydante — , - 3
(Test ABTS) C-une ala Yapeur Reduct!on 25,14%
Cuite par microonde Réduction 13,72%
_ Crue Pourcentage d’inhibition :19,83%
lEffeF de la C‘_“SSO(;‘ sur Cuite par ébullition Réduction 39,03%
’activité antioxydante — - - 3
(Test CUPRAC) C-une ala Yapeur Reduct!on 14,77%
Cuite par microonde Réduction 13,81%
_ Crue Pourcentage d’inhibition :10,89%
Effet dle la cuisson Cuite par ébullition Augmentation 55,09%
"activité — -
. ,Sur ae “./1 © } Cuite a la vapeur Augmentation 71,44%
antiacéthylcholinestérase i i i
Cuite par microonde Augmentation 81,78%
_ Crue Pourcentage d’inhibition :10,67%
Effet dle la cuisson Cuite par ébullition Augmentation 20,11%
"activité — -
. sut? ac IV.I © , Cuite a la vapeur Augmentation 43,89%
antibutyrylcholinestérase i i i
Cuite par microonde Augmentation 73,27%
Piment
Réduction ou En %
augmentation
Cru Taux : 20990 ug EAG/g d’extrait sec
_ Cuit par ébullition Réduction 50,97%
Effet detla cuisson sur les Cuit a la vapeur Réduction 6,09%
eneurs en - - —
Cuit par microonde Réduction 38,06%

polyphénols totaux

Eau de cuisson par ébullition

1200 ng EAG/g d’extrait sec

Eau de cuisson a la vapeur

876 ng EAG/g d’extrait sec

Effet de la cuisson sur les
teneurs en
flavonoides totaux

Crue

Taux : 10100 ug EQ/g d’extrait sec

Cuit par ébullition Réduction 55,87%
Cuit a la vapeur Réduction 2,76%
Cuit par microonde Réduction 34,87%

Eau de cuisson par ébullition

678,99 ng EQ/g d’extrait sec

Eau de cuisson a la vapeur

245,89 pg EQ/g d’extrait sec

Crue

Pourcentage d’inhibition : 69,78%

E,ffe'? d'erla cgisson sur Cuit par ébullition Réduction 35,98%
: amg}:}z tagt;o;gc)lante Cuitea la vapeur Réduction 18,18%
Cuit par microonde Réduction 1,43%

Crue Pourcentage d’inhibition :68,67%
I’Effej[ gle’ la CyiSSOH sur Cuit par ébullition Réduction 20,22%
1 acu(‘_/;tees tait;);game Cuit a la vapeur Réduction 14,05%
Cuit par microonde Réduction 8,41%
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_ Cru Pourcentage d’inhibition :72,89%
lEffeF de la CU'SSO(;‘ sur Cuit par ébullition Réduction 34,05%
’activité antioxydante — - - 3
(Test CUPRAC) C-UIt ala Yapeur Reduct!on 10,70%
Cuit par microonde Réduction 2,92%
Cru Pourcentage d’inhibition :53,87%
Effet de la cuisson Cuit par ébullition Réduction 28,01%
_ S,urll ?]Ctll_"lte , Cuit & la vapeur Réduction 11,08%
nt t nester - . - -
antiacetylcholinesterase Cuit par microonde Réduction 5,09%
_ Cru Pourcentage d’inhibition :58,9%
Effet dle la cuisson Cuit par ébullition Réduction 25,51%
>activité — - -
. sur L ac “./1 © , Cuit a la vapeur Réduction 16,65%
antibutyrylcholinestérase i _ I
Cuit par microonde Réduction 10,39%
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Conclusion générale et perspectives

Les polyphénols font partie des phytomicronutriments les plus ubiquitaires dans les légumes, et
pour lesquels il existe des effets biologiques importants. De plus en plus, la plupart des légumes
sont consommeés apres cuisson, ce qui conduit a s’interroger sur le devenir de ces
phytomicronutriments au cours de ce procédé. Dans ce contexte, cette thése s’articule autour de
I’optimisation  des conditions de cuisson des légumes et d'extraction de leurs composés
phénoliques, 1’étude de I’effet de trois modes de cuisson (par ébullition, a la vapeur et par
microonde) sur la teneur en polyphénols totaux en flavonoides, et 1’évaluation des activités
antioxydante et anticholinestérase de six légumes (pomme de terre, oignon, épinard, aubergine,
carotte et piment). La sélection des facteurs, qui ont un effet sur le taux des polyphénols totaux,
a été effectuée par le plan Plackett —-Burmann. Les conditions optimales ont été déterminées par
un plan composite centré. Les essais, réalisés sur des extraits résultant des procedés de cuisson et
d’extraction optimisés, sont la détermination des teneurs en polyphénols et en flavonoides
totaux des légumes crus, cuits et des eaux de cuisson par des dosages spectrophotométriques .
L’identification et la quantification des polyphénols ont été réalisées par LC-MS/MS. L’activité
antioxydante a eté eévaluee par trois methodes DPPH, ABTS et CUPRAC et lactivité

anticholinestérase a été déterminée par la méthode d'Elmann.

Les résultats obtenus montrent que les deux modes de cuisson (par ébullition et a la vapeur) ont
provoqué une réduction des taux des polyphénols totaux et des flavonoides de tous les legumes
étudiés. Par contre, la cuisson par microonde a montré des effets différents sur les taux des
polyphénols totaux et des flavonoides des Iégumes en question: un effet négatif pour la pomme
de terre, 1’épinard, la carotte et le piment et un effet positif pour I’aubergine et I’oignon. Cette
différence peut étre attribuée aux nombreux facteurs possibles (nature du composé phénolique,
type de légumes, mode de cuisson, parametres de cuisson plus ’interférence de la présence ou
non de I’eau).

La diminution des composés phénoliques des légumes, aprés cuisson, est due probablement aux
phénoménes qui peuvent intervenir ensemble lors de la cuisson, notamment la diffusion de ces
composés dans 1’eau de cuisson et/ou la dégradation thermique proprement dite.

L’augmentation ou la rétention des taux des polyphénols peuvent s’expliquer probablement, par
la libération facile de composés phénoliques auparavant liés aux constituants cellulaires des
legumes lors de la cuisson ou la néoformation de composés phénoliques suite aux différences qui
peuvent avoir lieu. Cette libération compenserait une éventuelle perte par dégradation thermique.
L’effet des traitements thermiques peut varier selon le composé considéré, la structure et la nature
du squelette des composés phénoliques peuvent jouer un réle majeur dans ce cas. Les différents

composés phénoliques présentent des comportements différents au traitement thermique.
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Le mode de cuisson peut egalement avoir une importance sur les dégradations observées.
L’impact de la cuisson sur I’activité antioxydante varie d’un Iégume a un autre. Une diminution
apres cuisson a éte constatée pour la pomme de terre, I’oignon, la carotte, I’épinard et le piment
cuits & la vapeur et, et cela est peut étre attribuée au changement de la teneur des polyphénols
totaux de ces légumes par les différents procédes de cuisson. Les composés phénoliques subissent
une décomposition due a leur exposition prolongée a la température, ce qui conduit ensuite a la
diminution de la capacité antioxydante .

Cependant, un effet positif de la cuisson a ét¢ enregistré sur les pouvoirs antioxydants d’épinard
et d’aubergine (cuits par ébullition et par microonde). Dans ce cas, une augmentation de ’activité
antioxydante a été remarquée malgré la diminution de la teneur en polyphénols totaux , cela est
peut étre attribué a la décomposition des polyphénols de ces légumes et la formation des
composés phénoliques plus actifs ; a la formation de composés de Maillard ou aux produits issus
de I’oxydation des polyphénols qui peuvent également modifier la capacité antioxydante. Ces
composés peuvent présenter, dans un état d’oxydation intermédiaire, un potentiel a piéger les

radicaux libres supérieurs aux composés natifs non oxydés.

Les trois méthodes de cuisson ont montré des effets négatifs sur les activités anticholinestérases
de la pomme de terre, I’épinard et le piment. Par contre, des effets positifs ont été constatés pour

I’oignon, 1’aubergine et la carotte.

En plus de la nature du légume, la diminution de I’activité anticholinestérase peut étre attribuée a
I’effet de la cuisson sur les polyphénols tributaires de cette activité, leur décomposition et
dégradation par la cuisson.

Cependant, I’augmentation de cette activité est susceptible de provenir : des interactions formées
entre les polyphénols ; de leur produits de décomposition apres cuisson ou des autres COMpOsEs

tels que les alcaloides qui sont connus par leurs activités anti alzheimer puissantes.

D’apres ces résultats, on peut conclure que la cuisson par microonde peut étre suggérée comme
la meilleure méthode pour préserver le taux des polyphénols, 1’activité antioxydante et I’activité
anticholinestérase des légumes étudiés, dans ce cas, le tissu végetal n'est pas placé en contact
direct avec 1’eau chaude et la solubilisation de composés actifs dans l'eau bouillante est
minimisée. La cuisson a I’eau s’est avéré la mauvaise méthode pour la rétention des polyphénols
des légumes cuits. De méme, une réduction de leurs activités (activité antioxydante et

anticholinestérase) a cause de la solubilité accrue des composés phénoliques dans I'eau.

A D’essor de la présente étude, il serait intéressant de mener une étude plus approfondie sur la
détermination des types des liaisons des composés phénoliques avec les autres composants de la

matrice végétale et d’étudier ’effet des procédés de cuisson sur ces interactions . L’extraction et
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I’isolement des composés phénoliques néoformés et 1’étude de leurs effets sur des modéles
animales et des sujets humains et cela pour évaluer leurs avantages potentiels.
En outre, il est nécessaire d’étudier la biodisponibilité de ces composés phénoliques et de

confirmer ’absence de leur toxicité.

Le suivi de ces travaux de thése pourrait se faire en tentant de mettre en évidence d’autres
potentielles activités biologiques de ces extraits, de déterminer avec certitude les molécules
présentes et responsables de ces activités, et, enfin, d’essayer de comprendre les mécanismes

fonctionnels mis en jeu.
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Annexe 2

Analyse de variance du plan Plackett et Burmann

Pomme de terre crue | Pomme de terre cuite a la vapeur Pomme de terre cuite a I’eau Pomme de terre cuite par
microonde
Source Valeur Effet | Coeff Valeur Effet Coeff Valeur Effet | Coeff Valeur Effet Coeff
de p dep dep de p
Modéle 0,000 _ _ 0,0001 _ 0,043 _ _ 0,011
Linéaires 0,000 _ _ 0,0001 0,043 _ _ 0,011
Temps de cuisson _ _ _ 0,020 1061 531 | 0,012 -1134 -567 0,001 10116 5058
Température de cuisson _ _ _ 0,000 | -11060 -5530 | 0,009 1229 615
Puissance du micronnde _ _ _ _ _ _ _ _ 0,014 5186 2593
Volume d’eau de cuisson _ _ _ 0,109 581 291 | 0,278 326 163 0,530 -850 -425
Concentration solvant 0,337 483 242 0,551 -184 -92 | 0,457 214 107 0,293 1498 749
Broyage 0,337 483 242 0,124 -547 -274 | 0,481 202 101 0,129 2362 1181
Temps de macération 0,001 -2519 -1259 0,298 337 169 | 0,486 -199 -99 0,073 -2993 -1497
Temps d’ultrasonication 0,000 8514 4257 0,857 -54 -27 | 0,295 312 156 0,095 -2696 -1348
R carré 98,09% 99,74% 92,07% 96,18%
R ajusté 97,01% 99,30% 90,19% 90,48%

Analyse de la variance du plan composite centré

Valeur de p
Source Pomme de terre crue Pomme de terre cuite a la Pomme de terre Pomme de terre cuite par
vapeur cuite a ’eau microonde
Modéle 0,000 0,0007 0,000 0,000
Linéaires 0,000 0,005 0,000 0,000
A 0,000 0,012 0,000 0,000
B 0,001 0,007 0,000 0,000
Carré 0,002 0,0001 0,000 0,000
A*A 0,019 0,0003 0,000 0,000
B*B 0,001 0,001 0,000 0,235
Interaction a 2 facteurs 0,000 0,648 0,000 0,000
A*B 0,000 0,648 0,000 0,000
R carré 98,46% 94,79% 99,64% 99 ,12%
R ajusté 97,36% 91,08% 99,38% 98,49%




Annexe 3

Analyse de variance du plan Plackett et Burmann

Oignon cru Oignon cuit a la vapeur Oignon cuit a I’eau Oignon cuit par microonde
Source Valeur Effet | Coeff Valeur Effet Coeff Valeur Effet | Coeff Valeur Effet Coeff
de p de p de p de p
Modele 0,000 _ _ 0,027 _ 0,007 _ _ 0,018
Linéaires 0,000 _ _ 0,027 0,007 _ _ 0,058
Temps de cuisson _ _ _ 0,002 | -11471 -5736 0,001 2623 1311 0,015 2635 1312
Température de cuisson _ _ _ 0,345 -1755 -878 0,079 -678 -339
Puissance du micronnde _ _ _ 0,978 -19 -9
Volume d’eau de cuisson _ _ _ 0,976 -52 -26 0,055 775 387 0,758 -313 -106
Concentration solvant 0,000 7456 3728 0,488 -1253 -626 0,096 -626 -313 0,084 -1468 -735
Temps de macération 0,000 -1461 -730 0,604 922 461 0,052 -789 -394 0,026 -2300 -1101
Temps d’ultrasonication 0,076 6570 3285 0,035 -5162 -2581 0,028 -977 -489 0,089 1467 717
Broyage 0,065 -1534 -767 0,619 884 442 0,062 741 371 0,702 225 132
R carré 96,77% 93,85% 96,91% 90,71%
R ajusté 94,93% 90,30% 91,50% 74,45%
Analyse de la variance du plan composite centré
Valeur de p
Source Oignon cru Oignon cuit a la vapeur Oignon cuita | Oignon cuit par microonde
I’eau
Modéle 0,000 0,000 0,000 0,000
Linéaires 0,000 0,000 0,003 0,000
A 0,000 0,000 0,002 0,001
B 0,000 0,000 0,038 0,000
Carré 0,000 0,000 0,000 0,001
A*A 0,000 0,000 0,000 0,692
B*B 0,000 0,000 0,000 0,000
Interaction a 2 facteurs 0,000 0,001 0,001 0,000
A*B 0,000 0,001 0,001 0,000
R carré 99,49% 99,97% 98,52% 97,58%
R ajusté 99,12% 99,95% 97,47% 95,86%




Annexe 4

Analyse de variance du plan Plackett et Burmann

Epinard cru Epinard cuit a I’eau Epinard cuit a la vapeur Epinard cuit par microonde
Source Valeur Effet | Coeff Valeur Effet Coeff Valeur Effet | Coeff Valeur Effet Coeff
de p dep dep de p
Modéle 0,000 _ _ 0,000 _ 0,007 _ _ | 0,006
Linéaires 0,000 _ _ 0,000 0,007 _ _ | 0,006
Temps de cuisson _ _ _ 0,000 14421 | 7210 0,982 29 14 0,000 6003 3002
Température de cuisson _ _ _ 0,039 847 424 0,599 674 337
Puissance du micronnde _ _ _ 0,005 3142 1571
Volume d’eau de cuisson _ _ _ 0,257 371 186 0,667 -547 -274 0,579 -345 -172
Concentration solvant 0,000 6706 3353 0,149 -501 -250 0,143 2146 1073 0,543 379 190
Temps de macération 0,001 2451 1225 0,227 -401 -201 0,032 -3801 -1900 0,790 162 81
Temps d’ultrasonication | 0,339 -468 -234 0,554 181 91 0,027 4045 2023 0,371 -575 -288
Broyage 0,124 798 399 0,288 344 172 0,442 -1007 -504 0,367 -581 -291
R carré 97,27% 99 ,85% 86,96% 97,29%
R ajusté 95,70% 99,95% 64,15% 92,54%
Analyse de la variance du plan composite centré
Valeur de p
Source Epinard cru Epinard cuit a ’eau Epinard cuit ala Epinard cuit par
vapeur microonde
Modéle 0,008 0,000 0,000 0,000
Linéaires 0,217 0,000 0,000 0,012
A 0,190 0,000 0,000 0,022
B 0,230 0,001 0,126 0,018
Carré 0,008 0,009 0,000 0,000
A*A 0,003 0,075 0,000 0,000
B*B 0,342 0,004 0,000 0,000
Interaction a 2 facteurs 0,005 0,035 0,069 0,007
A*B 0,005 0,035 0,069 0,007
R carré 85,45% 98,07% 98,73% 96,37%
R ajusté 75 ,06% 96,69% 97,82% 93,77%




Annexe 5

Analyse de variance du plan Plackett et Burmann

Aubergine crue Aubergine cuite a I’eau Aubergine cuite a la vapeur | Aubergine cuite par microonde
Source Valeur Effet | Coeff Valeur Effet Coeff Valeur Effet | Coeff Valeur Effet Coeff
de p de p de p de p
Modele 0,000 _ _ 0,030 _ 0,048 _ _ 10,034
Linéaires 0,000 _ _ 0,030 0,048 _ _ 10,034
Temps de cuisson _ _ _ 0,006 -4646 -2323 0,182 1254 627 0,022 -4309 -2155
Température de cuisson _ _ _ 0,014 -3637 -1818 0,020 -2903 -1451
Puissance du micronnde _ _ _ 0,190 1863 932
Volume d’eau de cuisson _ _ _ 0,212 -1292 -646 0,994 -6 -3 0,009 5602 2801
Concentration solvant 0,000 -2953,2 | -1476,6 | 0,790 248 124 0,330 -862 -431 0,085 -2696 -1348
Temps de macération 0,000 -2558,9 | -1279,4 | 0,056 2318 1159 0,115 -1560 -780 0,121 -2325 -1163
Temps d’ultrasonication | 0,071 418,6 209,3 0,423 -775 -388 0,035 2428 1214 0,068 2944 1472
Broyage 0,705 -77,5 -38,7 0,335 954 477 0,121 1527 763 0,670 543 272
R carré 98,28% 93,48% 89,85% 93,05%
R ajusté 97,29% 82,06% 72,08% 80,90%
Analyse de la variance du plan composite centré
Valeur de p
Source Aubergine crue Aubergine cuite a I’eau Aubergine cuite ala Aubergine cuite par
vapeur microonde
Modéle 0,000 0,000 0,001 0,000
Linéaires 0,000 0,021 0,009 0,000
A 0,866 0,743 0,009 0,000
B 0,000 0,007 0,031 0,000
Carré 0,000 0,000 0,001 0,000
A*A 0,000 0,000 0,193 0,000
B*B 0,000 0,000 0,000 0,001
Interaction a 2 facteurs 0,000 0,000 0,023 0,001
A*B 0,000 0,000 0,023 0,001
R carré 99,20% 98,11% 91,66% 98,98%
R ajusté 96,87% 96,76% 85,70% 98,25%




Annexe 6

Analyse de variance du plan Plackett et Burmann

Carotte crue Carotte cuite a ’eau Carotte cuite a la vapeur Carotte cuite par microonde
Source Valeur Effet | Coeff Valeur Effet Coeff Valeur Effet | Coeff Valeur Effet Coeff
de p dep dep de p
Modéle 0,002 _ 0,012 _ 0,037 _ _ | 0,045
Linéaires 0,002 _ 0,012 0,037 _ _ | 0,045
Temps de cuisson _ _ 0,647 -508 -254 0,004 3038 1519 | 0,048 -1935 -967
Température de cuisson _ _ 0,045 2962 1481 0,040 -1512 -756
Puissance du micronnde _ _ 0,402 645 323
Volume d’eau de cuisson _ _ _ 0,314 1181 590 0,324 -568 -284 | 0,181 -1116 -558
Concentration solvant 0,090 1142 571 0,529 -708 -354 0,302 598 299 | 0,027 -2344 -1172
Temps de macération 0,000 -3903 -1952 0,543 681 341 0,259 664 332 | 0,128 1321 661
Temps d’ultrasonication 0,044 -1427 -714 0,041 -3058 -1529 0,408 -466 -233 | 0,166 -1167 -583
Broyage 0,087 -1158 -579 0,536 694 347 0,446 -426 -213 | 0,123 1344 672
R carré 89,38% 84,85% 92,74% 89,27%
R ajusté 83,31% 81,23% 80,05% 70,50%
Analyse de la variance du plan composite centré
Valeur de p
Source Carotte crue Carotte cuite a ’eau Carotte cuite ala Carotte cuite par
vapeur microonde
Modele 0,000 0,037 0,000 0,000
Linéaires 0,000 0,037 0,000 0,000
A 0,000 0,004 0,000 0,000
B 0,000 0,040 0,000 0,000
Carré 0,000 0,324 0,000 0,000
A*A 0,000 0,302 0,000 0,613
B*B 0,005 0,259 0,001 0,006
Interaction a 2 facteurs 0,000 0,408 0,000 0,10
A*B 0,000 0,446 0,000 0,10
R carré 98,54% 96,36% 99, 93% 99,74 %
R ajusté 97,50% 93,76% 99, 87% 99,26%

Vi




Annexe 7

Analyse de variance du plan Plackett et Burmann

Piment cru Piment cuit a ’eau Piment cuit a la vapeur Piment cuit par microonde
Source Valeur Effet | Coeff Valeur Effet Coeff Valeur Effet | Coeff Valeur Effet Coeff
de p dep dep de p
Modéle 0,000 _ 0,017 _ 0,001 _ _ | 0,001
Linéaires 0,000 _ 0,017 0,001 _ _ | 0,001
Temps de cuisson _ _ 0,010 798 368 0,000 24508 | 12254 | 0,000 -4511 -2256
Température de cuisson _ _ 0,002 1108,9 | 5934 17998 | 8999 0,040
Puissance du micronnde _ _ 0,070 765 382
Volume d’eau de cuisson _ _ 0,415 -114,16 | -73,5 0,090 -24066 | -12033 | 0,977 -8 -4
Concentration solvant 0,000 -2064 0,547 116,7 53,2 0,005 22878 11439 0,975 9 4
Temps de macération 0,247 -283 0,447 137 68,2 0,234 -16817 | -8408 0,234 -356 -178
Temps d’ultrasonication | 0,000 -1441 0,517 -114,1 -57,5 0,991 -22343 | -11171 | 0,991 -3 -2
Broyage 0,760 -71 0,245 -220,3 | -110,1 0,975 -18464 | -9232 0,975 -8 -4
R carré 94,82% 95,17% 92,01% 98,79%
R ajusté 91,87% 86,71% 90,27% 96,67%
Analyse de la variance du plan composite centré
Valeur de p
Source Piment cru Piment cuit a ’eau Piment cuit ala Piment cuit par
vapeur microonde
Modele 0,000 0,000 0,015 0,011
Linéaires 0,000 0,000 0,014 0,011
A 0,135 0,014 0,036 0,006
B 0,000 0,000 0,016 0,144
Carré 0,000 0,000 0,017 0,026
A*A 0,000 0,000 0,023 0,079
B*B 0,000 0,000 0,058 0,033
Interaction a 2 facteurs 0,275 0,000 0,522 0,053
A*B 0,275 0,000 0,522 0,053
R carré 99,06% 98,64% 82,29% 83,88%
R ajusté 98,39% 97,67% 69,63% 72,37%

Vil
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Abstract: In this work we optimized the cooking and extraction conditions for obtaining high yields
of total polyphenols from potato and studied the effect of three domestic methods of cooking on total
phenols, antioxidant activity, and anticholinesterase activities. The optimization of the experiment
was carried out by the experimental designs. The extraction of the polyphenols was carried out
by maceration and ultrasonication. Determination of the polyphenols was performed by using
the Folin-Ciocalteau reagent method. The antioxidant activity was evaluated by three methods:
1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH), 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
(ABTS), and CUPRAC(Cupric reducing antioxidant capacity), the anticholinesterase activity was
evaluated by the method of Elmann. The optimum of total phenolic obtained was: 4.668 x 10%,
1.406 x 10%, 3357.009, 16,208.99 ug Gallic Acid Equivalent (GAE)/g of dry extract for crude potato,
steamed potatoes, in boiling water, and by microwave, respectively. The three modes of cooking
cause a decrease in the total polyphenol contents, antioxidant and anticholinesterase activities.

Keywords: potato; polyphenols; experimental design; LC-MS/MS; antioxidant activity; anticholinesterase
activity

1. Introduction

The appearance and progression of some diseases are clearly due to many lifestyle factors.
Nutrition is one of the most important determinants of health, and increasing evidence suggests that
diets rich in vegetables and fruits can prevent many diseases [1]. Although the mechanisms of these
effects have not been fully elucidated, the presence of secondary metabolites, commonly referred to as
phytochemicals, in fruits and vegetables may play a major role [2,3].

Many studies show that the majority of phytochemicals have antioxidant [4,5] and
anti-inflammatory [6,7] properties. These activities give them pharmacological properties that may
prevent, and possibly even treat, different diseases [8]. Among these abundant compounds in
vegetables, phenolic compounds are the most important group of natural antioxidants [9].

Vegetable phenolic compounds have been of great interest because of growing evidence of their
beneficial effect on human health. These compounds may have complementary mechanisms of action,
including stimulation of the immune system, reduction of platelet aggregation, modulation of lipid
and hormone metabolism, and antioxidant, antibacterial, antimutagenic, and antiangiogenic effects,
reduction of the initiation of tumors, and the induction of apoptosis [10].

Recent studies have shown the effect of polyphenols against Alzheimer’s disease [11].
These compounds are classified as cholinesterase inhibitors, which are valuable approaches for
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the treatment of neurodegenerative diseases, because of their role in the maintenance of the
neurotransmitter acetylcholine [12]. Neurodegenerative disorders are characterized by reduced
cholinergic activity in the brain [13]. The acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase enzymes
cause the hydrolysis of acetylcholine; therefore, inhibition of these enzymes by polyphenols plays
a key role in improving cholinergic activity and preventing Alzheimer’s disease [14]. The potato
(Solanum tuberosum L.) is a tuber that contains different bioactive compounds, such as starch, dietary
fiber, amino acids, minerals, vitamins, and phenolic compounds. Phenolic compounds are synthetized
by the potato plant as a protection response from bacteria, fungi, viruses, and insects. Potato is
considered as a food rich in polyphenols, and these antioxidant compounds protect the body’s cells
from damage caused by free radicals. The phenolic content of the potato differs considerably depending
on the variety, the growing and climatic conditions, and the methods of analysis used [15]. However,
potato must be cooked for consumption. According to the recipes and culinary traditions of the various
countries, household cooking encompasses a variety of processes, such as boiling, frying, steaming,
roasting, and microwaving [16]. Although the cooking of potato has beneficial effects, including the
destruction of microorganisms, the inactivation of anti-nutritional factors, the improvement of the
digestibility of food, the bioavailability of nutrients, and the formation of desired compounds such as
flavoring compounds and antioxidants, it also has negative effects, such as changing the structure of
vegetables, leading to nutritional effects. On the other hand, the treatment can damage the quality
of food, resulting in undesirable consequences, such as the loss of certain nutrients due to chemical
reactions and the formation of undesirable compounds (for example, acrylamide) [10].

Polyphenols of potato include many compounds that behave differently during heat treatment.
In recent years, many studies have focused on the various cooking effects on the total polyphenol
content of vegetables and their biological activities. Some authors confirm the hypothesis of the
reduction of polyphenol content after cooking, while others have shown a positive effect on these
compounds. Changes in the content of phenolic compounds by heat treatment of potatoes have been
the subject of numerous studies [17-22], but optimization of cooking and extraction conditions from
potato have not yet been studied.

Optimization of conditions of the cooking process can help the consumer and agri-food industry
to improve the nutritional quality of cooked vegetables and avoid or minimize losses of polyphenols.

There is no single, standardized method for extracting polyphenols, particularly because of their
diversity. According to several studies the extraction efficiency is, therefore, dependent on numerous
factors, like the process conditions, the solvent concentration, the particle size, the nature of the solvent,
and the extraction time [23]. Then to extract all the polyphenols from the plant matrix, it is necessary
to optimize the extraction conditions.

The objective of this work is to select the factors that have a proven influence on the polyphenol
content of raw and cooked potato, using screening experimental design which quantify and classify
the effects of each of the factors, After looking for the effect of each parameter, we want to optimize the
extraction conditions of the polyphenols of the extraction conditions by the central composite design
and determine the impact of cooking on total phenolic, antioxidant, and anticholinesterase activities
of potato.

2. Materials and Methods

2.1. Plant Material

White potato, Spunta variety (1 kg), was harvested from Benibechir, Skikda, Algeria.

2.2. Cooking Vegetables

Potatoes are washed and all non-edible parts removed, peeled, and then they are cut into small
pieces of homogeneous shapes and cooked by: boiling, steaming, and microwaving. The cooking
waters were recovered.
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2.3. Extraction

The polyphenols of raw and cooked potatoes are extracted by maceration and ultrasonication.
The raw and cooked raw potatoes were mashed and then extracted with methanol in a beaker and
then placed in an ultrasonicator. Then, the extracts were filtered, the mashed potato were re-extracted
three times, and the combined extracts were used for the experiments. The solvent was evaporated by
a rotary evaporator. The cooking water is analyzed directly, and it requires no treatment other than
filtration and evaporation under vacuum.

2.4. Optimization of Cooking and Extraction Conditions

In this work, we attempt to optimize the conditions of cooking and extraction of phenolic
compounds to obtain a maximum of polyphenols in the extracts of raw and cooked potatoes. For this,
an experimental design has been developed. The methodology used is divided into two stages: a factor
screening by the Plackett-Burman design and an optimization by exploiting surfaces plots.

2.4.1. Screening Factors

Plackett-Burman experimental design was chosen to perform the screening of factors (Table 1).
Plackett-Burman’s experimental design is used to select the most influential factors on the Y response
(total phenolic) where interactions are negligible or thought to be negligible [24].

Factors of cooking (volume of water, time, and cooking temperature (in the case of boiling and
steam cooking); volume of water used, time, and power (in the case of microwave cooking)), factors of
extraction (the concentration of the extraction solvent, the maceration time, the ultrasonication time),
and their levels (minimum (—1) and maximum (+1)) were chosen by reference to preliminary analyses
and bibliography. Grinding is also a factor that has a significant effect on the polyphenol content of
raw and cooked vegetables according to several studies [25].

The mathematical model is a model without interaction:

Y=b0 + b1X1 + b2X2 + b3X3+ b4X4 + b5X5 + b6X6 + € 1)

where Y is the yield of total phenolics; b0 is the theoretical mean value of the response; b1, b2, b3, b4, b5,
b6 are the main effects of the factors X1, X2, X3, X4, X5, X6, respectively; and e is the error term [26].

The model is statistically significant when the coefficient of determination is close to 100% and its
probability of nullity « is less than 0.05%.

A factor has a significant effect on total phenolic when its probability of nullity « is less than 0.05%.

Table 1. Experiment factor levels for each cooking mode.

Raw Potato Boiling Steaming Microwave

Factors
Level —1 Level +1  level —1 level +1 level —1 Level +1 level —1 Level +1

Cooking time _ _ 10 min 30 min 30 min 120 min 10 min 15 min

Power (watt) _ _ _ _ _ _ 400 800
Temperature of cooking _ _ 80 °C 100 °C 80°C 100 °C _ _

Volume of water of cooking _ _ 100 mL 500 mL 500 mL 1000 mL 10 mL 50 mL
Solvent concentration 60% 100% 60% 100% 60% 100% 60% 100%
Maceration time 1h 24 h 1h 24h 1h 24 h 1h 24h
Ultrasonication time 30 min 1h 30 min 1h 30 min 1h 30 min 1h
Grinding No Yes No Yes No Yes No Yes

Levels: minimum (—1) and maximum (+1).

2.4.2. Optimization of Responses

A central composite experiment design was used to optimize the effects of factors selected by the
screening plan on the response of the noted polyphenol content. This experiment design is based on the
surface plot method. It consists in modeling the results in the form of polynomial functions of the second
degree, which is a quadratic model [27]. We have assigned for each coded variable (Xi) three levels: —1,
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0 and +1. £« represents the extreme values (max, min). For the design to be orthogonal and rotatable,
the value of o was fixed by the software STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA) at 1.414.
The mathematical model of the second degree of composite centered design is:

Y = a0 + XaiXi + XaiiXi2 + XaijXiXj 2)

ai: regression coefficients of linear effects; aii: regression coefficients of quadratic effects; Xi and Xj:
coded experimental variables [27].

2.5. Determination of Total Polyphenols (TP)

The polyphenols are determined using the Folin-Ciocalteu reagent method [28].

2.6. LC-MS/MS Analysis

Analysis of the LC-MS/MS phenolic compounds was performed using a Shimadzu Nexera model
CLUHP coupled to a tandem MS instrument (Shimadzu, Kyoto, Japan). The liquid chromatography
is equipped with LC-30AD binary pumps, a DGU-20A3R degasser, a UDC CTO-10A column,
and a SIL-30AC sampler. The chromatographic automatic separation was performed on an ODS-4
reverse phase C18 analytical column (150 mm x 4, 6 mm, 3 pm). The temperature of the column was
set at 40 °C. The elution gradient was composed of amobile phase A (water, 5 mM ammonium formate,
and 0.1% formic acid) and aphase mobile B (methanol, 5 mM ammonium formate, and 0.1% formic
acid). The gradient program with the following proportions of solvent B was applied (¢ (min), %B)
(0.40) (20.90), (23.99, 90), (24.40). The solvent flow rate was maintained at 0.5 mL/min and the
injection volume was adjusted to 4 pL. The MS detection was performed using a Shimadzu LCMS
8040 quadrupole model LCMS mass spectrometer equipped with an ESI source operating in both
positive and negative ionization modes. LC-MS/MS data was collected and processed by Lab Solutions
software (Shimadzu, Kyoto, Japan). Multiple reactions (MRM) mode was used to quantify the analytes:
the compounds tested were assayed in two or three transitions for each component, the first for
quantitative purposes and the second and/or third for the confirmation.

In this study, twenty-four phenolic compounds (flavonoids, flavonoid glycosides, phenolic acids,
phenol aldehyde, coumarin) and three non-phenolic organic acids that are widely distributed in food
materials were qualified and quantified in potato

2.7. Antioxidant Activity

Evaluation of the antioxidant activity is carried 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH),
2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), and cupric reducing antioxidant
capacity (CUPRAC) methods.

2.7.1. DPPH Method

The evaluation of the antioxidant activity was carried out by the method of Blois [29].

2.7.2. ABTS Method

The evaluation of the antioxidant activity was carried out by the ABTS free radical scavenging
method described by Re et al. [30].

2.7.3. CUPRAC Method

The evaluation of the antioxidant activity was carried out by the method of Ozyiirek et al. [31].

2.8. Anticholinesterase Activity

Anticholinesterase activity is carried out according to the method of Ellman [32].
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2.9. Statistical Analysis

The means plus or minus the standard deviation of the three replicates of determination of
total polyphenol content, evaluation of antioxidant activity, and anticholinesterase activity, as well
as graphic representations, were performed with Excel 2013 (Microsoft Excel Version 3. 2013,
Microsoft Corp., Redmond, WA, USA). Means were compared by single factor analysis of variance
(ANOVA) analysis followed by a post-hoc Tukey test using STATISTICA 7.0 software (StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, USA). The superscript letters a, b, ¢, d, and e indicate a significant difference at the
0.05 significance level. The generation of the test matrices, the analysis of the results of the two
experimental designs (Plackett-Burman and the central composite design) are generated with Minitab
17 software (Minitab Inc., State College, PA ,USA). The generation of surface plots and the optimization
of the factors were made by STATISTICA 07.0 software (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).

3. Results and Discussion
3.1. Experiment Design

3.1.1. Screening Design

Raw potato: Design analysis shows that the coefficient of determination values and the adjusted
coefficient of determination are close to 100%. The probability is less than 0.05, which indicates that
the mathematical model of this plan is significant. The p values obtained for each factor showed that
the maceration time and the ultasonication time had significant effects on the response total phenolic
(Figure 1). The polynomial equation for the response is:

TP = 14685 + 242A + 242B — 1259C + 4257D 3)

Terme :

) .

c

B

A B

o_ | s 10 15 20
Normalized effects (o = 0.05)

Figure 1. Pareto diagram of normalized effects (« = 0.05). A: concentration of solvent; B: grinding;
C: maceration time; and D: ultrasonication time.

Steaming: Analysis of the p values shows that cooking time and the cooking temperature had
a significant effect on the response (Figure 2). The coefficient of determination indicates that 99.3% of
the response variability could be explained by the model. The polynomial model equation is:

TP = 6049 + 531A — 5530B + 291C — 92D — 274E + 169F — 27G 4)
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o 10 20 30 40

Nommalized effects (o = 0.05)

Figure 2. Pareto diagram of normalized effects (& = 0.05). A: cooking time; B: cooking temperature;
C: volume of cooking water; D: concentration of solvent; E: maceration time; F: ultrasonic time;
and G: grinding.

Boiling: The coefficient of determination is close to 100% and p is less than 0.05, indicating that
the model is significant. Among the variables tested, the cooking time and the cooking temperature
had a significant effect on the response (Figure 3). The polynomial equation for the response is:

TP = 1408 — 567A + 615B + 163C + 107D + 101E — 99F + 156G ®)

Terme 2776

o 1 2 3 4 5
Normalized effects (o= 0.05)

Figure 3. Pareto diagram of normalized effects (o = 0.05); A: cooking time; B: cooking temperature;
C: volume of cooking water; D: concentration of solvent; E: maceration time; F: ultrasonic time;
and G: grinding.

Microwaving: The coefficient of determination values and the adjusted coefficient of
determination are close to 100% and the value of p obtained for this model is less than 0.05,
which indicates that the model is significant. The variables having a significant effect on the response
are cooking time and power (Figure 4). The polynomial equation for the response is:

TP =10224 + 5058A + 2593B — 425C + 749D + 1181E — 1497F — 1348G (6)
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o 1 2 3 4 3 L] 7 8 b

Normalized effects (o = 0.05)

Figure 4. Pareto diagram of normalized effects (o« = 0.05); A: cooking time; B: power; C: volume of
cooking water; D: concentration of solvent; E: maceration time; F: ultrasonic time; and G: grinding.

3.1.2. Central Composite Design

Raw Potato

After looking for the effect of each parameter, we want to optimize the extraction conditions of
the polyphenols. The level of polyphenols depends on two factors of m = 2 factors (maceration time
and ultrasonication time).

Both the coefficient of determination and the adjusted coefficient are close to 100% and the p value
for the model was 0.000, indicating that the model was extremely significant. The quadratic polynomial
equation is:

TP = 14626 + 36.85A — 745B + 0.00591AA + 22.03BB — 1.331AB (7)

The linear terms (maceration time (A), ultrasonication (B)), the quadratic terms (square of
maceration time (AA) and ultrasonication time (BB) and the interaction between the two-factor
(AB) were extremely significant.

Surface plot illustrating the evolution of the response according to the levels of maceration time
and ultrasonication was plotted (Figure 5).

51,610
Total phenolic
(1g GAE/g of extract) 20,165.96

Maceration time (min)

Il 50,000

] 30,000
[1 20,000
2 10,000
Bl o

@)

Figure 5. Cont.
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Ultrasonication time
(min}

60 262.09 750 1440 I 10,000

Maceration time (min)

(b)

Figure 5. Surface plot and iso-response curve of polyphenols as a function of the two factors maceration
time and ultrasonication time, (a): surface plot; (b): iso-response curve.

The maximum accuracy is obtained for a desirability close to 1. Prediction of optimal conditions
was: maceration time: 60 min, and ultrasonication time, 60 min, and predicted polyphenol content is
4.667 x 10* ug Gallic Acid Equivalent (GAE)/g of extract (Figure 6).

} B

Optimal A
Dp T Max 1440 80
L Act 60 &0
Min &0 30

M axdamum
¥ =46,670
d=1

Figure 6. Optimization of the two factors maceration time and ultrasonication time as a function of
desirability; A: maceration time; B: ultrasonication time.

The results of the optimization are confirmed by the determination of the total polyphenols with
the factors selected at the optimum point (Table 2). There is not a significant difference between
measured and predicted values which confirms the validation of the model.

Table 2. Confirmation results of the model with the measured values and the predicted values of the
studied responses.

Points Predicted Polyphenol Content Measured Polyphenol Content
(ug Gallic Acid Equivalent/g of Extract) (ug Gallic Acid Equivalent/g of Extract)
(60 min, 60 min) 4.667 x 10*2 4.668 x 102

The superscript letter a indicates a significant difference at the 0.05 significance level.
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Steaming

Factors selected by the screening design (cooking time and cooking temperature) are optimized.
The p-value for the model was 0.0007, indicating that the model was highly significant. Linear terms
(cooking time (A), and cooking temperature (B) and the quadratic terms (square of cooking time
(AA) and square of cooking temperature (BB) were extremely significant. Interaction between the
two factors (AB) is not significant. The coefficient of determination value is 94.79%.

The polynomial equation is:

TP =524 + 1961A + 2162B + 5527AA + 3629BB — 391AB 8)

The surface plot and isoresponse curve were plotted according to the two factors (Figure 7).

10,866

Total phenolic 2’32_3,
(ng GAE/g of extract)

2,546

501

100

88
Cooking temperature 84\\‘ A =igooo
(°c) 8090 Cooking time (min) — 16,000000
[] 8,000
[ 6,000
[ 4,000
N 2,000
100
98
96

Cooking temperature

(°C) 92
90
88
86
84
I 13,000
82 12,000
I 10,000
3] 8.000
80 v 1 6,000
10 B 4,000
Bl 2,000

Cooking time (min)

(b)

Figure 7. Surface plot and iso-response curve of polyphenols as a function of the two factors cooking
time and temperature, (a): surface plot; (b): iso-response curve.

The optimum conditions were set as follows: cooking temperature: 91.9192 °C and the cooking
time: 30 min. The predicted polyphenol content is 1.416 x 10* ug GAE/g of extract (Figure 8).
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Optimal A 8
ma

ijl . 30 100
' Act 30 0192

Min 10 20

Maximum

¥=14,160
d=1

Figure 8. Optimization of the two cooking time and temperature factors as a function of desirability;

A: Cooking time; B: Cooking temperature.

The results of the optimization are confirmed by the determination of the total polyphenols with
the factors selected at the optimum point (Table 3). There is not a significant difference between
measured and predicted values, which confirms the validation of the model.

Table 3. Confirmation results of the model with the measured values and the predicted values of the

studied responses.

Points Predicted Polyphenol Content Mesured Polyphenol Content
(ug GAE/g Extract) (ug GAE/g of Extract)
(30 min, 91,9192 °C) 1416 x 10*2 1.415 x 10%2

The superscript letter a indicates a significant difference at the 0.05 significance level. GAE: Gallic Acid Equivalent.

Cooking in Water

The two factors of cooking time and cooking temperature are optimized. The coefficients of
determination obtained are high, indicating that the model is significant. Therefore, time (A) and
temperature (B) significantly affected the total polyphenol content. The second-order effect of cooking
time (AA) and the second-order effect of cooking temperature (BB) significantly affected the responses.
Analysis of the interactions between the two factors showed that AB had a significant effect on the
response.The quadratic polynomial equation is:

TP =917.4 — 483.9A + 153.9B + 275.6AA + 472.0BB + 546.4AB )

The surfaceplot illustrating the evolution of the response as a function of the levels of the
two selected factors was plotted (Figure 9).
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Total phenolic

(ng GAE/ g of extract) /6923

Cooking time(min) =22,500
11,500
B 1,000

Cooking
temperature (°C)

HEm 2500
Bl 2.000
1 1,500
20 27.07 30 B 1.000
29 B soo

Cooking time (min)

(b)

Figure 9. Surface plot and iso-response curve of polyphenols as a function of both time and temperature
cooking factors, (a): surface plot; (b): iso-response curve.

The optimum conditions for achieving the best polyphenol content are: time: 10 min and
temperature: 80 °C, and predicted polyphenol content is 3356.08 GAE/g of extract (Figure 10).

Optimal & 8

EIR 30 100

D1 Act 10 80
Min 10 80 |

Mastimum

¥ =3356.08
d=1

Figure 10. Optimization of two cooking time and temperature factors according to desirability; A:

cooking time; B: cooking temperature.
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The optimum conditions obtained were applied to the laboratory to confirm the validity of
the model (Table 4). There is no significant difference between the measured and predicted values,
which confirms the validation of the model.

Table 4. Confirmation results of the model with the measured values and the predicted values of the
studied responses.

Points Predicted Polyphenol Content Mesured Polyphenol Content
(ug GAE/g of Extract) (ug GAE/g of Extract)
(10 min, 80 °C) 3356.08 @ 3356.009 @

The superscript letter a indicates a significant difference at the 0.05 significance level.

Microwave Cooking

The two factors cooking time and power factors were used for optimizing the total polyphenol
response. The probability obtained for this model is <0.0001 which indicates that the mathematical
model corresponds to the response. The coefficients of determination obtained are high, indicating that
the model is significant. Therefore, time (A) and power (B) significantly affected the total polyphenol
content. The second-order effect of cooking time (AA) significantly affected the response, while the
second-order effect of power (BB) did not show any significant difference. Analysis of the interactions
between the two factors showed that AB had a significant. The polynomial equation obtained for the
response is:

TP = 14570 + 4418A + 1803B — 3050AA — 373BB — 2344AB (10)

The surface plot and iso-response curve are shown in Figure 11.

16,085.84]
14,570.13
12,681.36

Total phenolic
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6746.27
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Figure 11. Cont.
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Figure 11. Surface plot and iso-response curve of polyphenols as a function of both factors time of
cooking and microwave power. (a): surface plot; (b): iso-response curve.

The optimum conditions obtained are as follows: cooking time: 13.23 min, power: 448.48 Watts
(Figure 12), and the predicted polyphenol content is 16,210 ug GAE.

Optimal A B
. Max 15 300
D:093 g 13.23 448 48
Min 10 400

<

Maximum
¥=16,200
d =099

Figure 12. Optimization of two cooking time and power according to desirability; A: cooking time; B: power.

The optimum values obtained were verified experimentally (Table 5). There is no significant
difference between the measured and predicted values, which confirms the validation of the model.

Table 5. Confirmation results of the model with the measured values and the predicted values of the
studied responses.

Predicted Polyphenol Content Measured Polyphenol Content
(ug GAE/g of Extract) (ug GAE/g of Extract)

(13.23 min, 448.48 Watts) 16,2102 16,208.99 2

The superscript letter a indicates a significant difference at the 0.05 significance level.

Points

3.2. Effect of Cooking on Total Polyphenol Content

There is a significant difference (p < 0.05) between the total polyphenol contents of raw potato,
steam cooked, cooked in water, and microwaved (Figure 13).

These results indicate the richness of the potato in polyphenols, which has been proved by several
studies [20,33-35]. The results obtained show that the three modes of cooking cause a decrease in
the total polyphenol contents. The polyphenols are lost to different degrees according to the method
of cooking, the classification of the polyphenol contents places the microwave in the first position,
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then comes the steam cooking and lastly the cooking in the water. The analysis of the cooking waters
showed the presence of the phenolic compounds but at very low levels. The boiling water contains
a high total polyphenol content relative to that obtained from steam cooking, and this is confirmed by
the analysis of the variance where a significant difference was obtained between the two grades.

Several studies have shown that the cooking method reduces total phenolic content [20,21,36,37].
This decrease may be due to the thermal destruction of these compounds [17,38,39] and the solubilization
of certain phenolic compounds in cooking water [40,41].

The chemical structure strongly influences the loss of total polyphenols, which may explain the
differences between the three modes of cooking, as polyphenols are grouped into subclasses with common
chemical skeletons, components of the same sub-class are affected differently by cooking. These variations
can be explained by the hydroxylation scheme, sugar bonding, molecular size, polarity, and solubility of
these compounds [21].

The decrease in polyphenol content during microwaving may be caused by the breakdown of
weak hydrogen bonds by dipolar rotation of molecules [42]. This treatment accelerates the breakdown
of the cells by causing a rapid increase in temperature and internal pressure in the walls of plant cells,
which can lead to thermal destruction of polyphenols [43,44].

Referring to the bibliography, the results obtained on the effect of cooking on some phenolic
compounds are contradictory. Several studies have confirmed that different cooking methods reduce
phenolic compounds in potatoes, regardless of the cooking conditions: high cooking temperature levels,
long duration, or a combination of factors [20], which is used to describe the temperature of the baking
process [36,45].

Perla et al. [20] studied the impact of boiling and microwave cooking methods on potato phenolic
compounds of five varieties with different skin and flesh colors after six months of storage. The level
of phenolic compounds was reduced by both cooking methods, but boiling minimized these losses.

Mulinacci et al. [46] studied the effect of two cooking methods (boiling and microwave) on the
phenolic and anthocyanin content of three varieties of potato.

Burgos et al. [47] showed that cooking of unpeeled potatoes did not cause any loss of
phenolic compounds.

However, some authors have reported that cooking increases the content of these compounds, and this
increase is attributed to the facilitated release of phenolic compounds previously bound to the cellular
constituents during cooking. This release would compensate for any thermal degradation loss [48].
Navarre et al. [49] demonstrated that cooking in water lasting 18 min results in an increase in total
polyphenol contents.

According to Faller and Fialho [22], cooking of the potato for 6.5 min increases the content of
hydrolysable polyphenols. On the other hand it reduces the rate of soluble fractions. This result may
explain the decrease in the phenolic acid and tannin content of the potato.

extract)

o Potato

W \Water of cooking

Total phenolic {pg GAE/g of

Figure 13. Effect of cooking on the total polyphenol content of potatoes. The superscript letters a, b, c,
d, and e indicate a significant difference between raw and cooked potato at the 0.05 significance level.
The superscript letters A, B indicate a significant difference between water of boiling and water of steaming
at the 0.05 significance level.
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3.3. LC-MS/MS Analysis

Changes in the contents of 27 components were measured after boiling, steaming and
microwaving of potato (Table 6). LC-MS/MS analysis showed that the potato contains considerable
amounts of tr-caffeic acid, apigenin, rhamnetin and chrysin. The cooking waters have small amounts
of phenolic compounds. Analysis of the steaming water showed the presence of quinic acid, malic
acid, chlorogenic acid, protocatechuic acid, tannic acid, and tr-caffeic acid with the appearance of
two phenolic compounds which have not been detected in the plant matrix and are: 4-OH benzoic
acid and quercetin. The identification and quantification of the phenolic compounds before and after
cooking confirmed the spectrophotometric assay results. The three modes of cooking cause a decrease
in the phenolic compounds; the microwave mode was the most effective in retaining the phenolic
content. The cooking waters have small amounts of polyphenols. During the culinary treatment of
potatoes, its intracellular structures undergo degradation, resulting in the release of phenolic acids
from their non-soluble complexes [17].

The most poorly retained compounds were p-coumaric acid and rosmarinic acid, which were
found in trace amounts in the case of cooking in water, and totally lost in the case of steam cooking.
Although retention varied widely between polyphenols, many were affected in the same way by the
three modes of cooking studied. The content of certain phenolic acids, chlorogenic acid, protocatechuic
acid, tannic acid, and tr-caffeic acid remained almost stable during treatment despite their presence
and solubilization in the cooking waters, this is probably due to their production by the breakdown of
more complexpolyphenols [21].

A slight increase in coumarin after cooking and the appearance of two phenolic compounds in the
steam cooking water that were not detected in the vegetable matrix (4-OH benzoic acid and quercetin)
may be due to the release of the aglycones following the breakdown of more complex glycosides
or esters during the treatment. In addition, certain phenolics may also be linked to non-digestible
components of the food matrix, and breakage of the cellular structure by treatment can cause their
release and solubilization [50].

These results are different from those obtained by Tudela et al. [17], which resulted in about 50%
chlorogenic acid loss and Dao and Friedman [51], who showed that boiling decreased the amount of
this acid-phenol ratio of 60%. The lowest changes in chlorogenic acid content were observed after
microwave cooking, of —45% [36].
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Table 6. Liquid chromatography tandem-mass spectrometry (LC-MS/MS) analysis.

16 of 24

Quantification (ug Analyte/g of Extract)

No. Compound Ion Parent in/z) ~ MS2 (Collision Energy)
RP BP SP MP WB WS
1 Acid quinic 190.95 85 (22), 93 (22) 250.87 100.54 234.98 243.76 ND 42.67
2 Mallic acid 133.05 115 (14), 71 (17) 340.67 90.65 338.76 339.76 ND 34.76
3 Ferrulic Acid 172.85 85 (12),129 (9) ND ND ND ND ND ND
4 Gallic acid 169.05 125 (14), 79 (25) ND ND ND ND ND ND
5 Chlorogenicacid 353 191 (17) 14,500.87 4490.76 4497.87 4498.78 67.67 56.78
6 protocatéchic acid 152.95 109 (16), 108 (26 5500.66 5499.56 5500.21 5500.65 2500.78 49.78
7 Tannicacid 182.95 124 (22), 78 (34) 7032.373 7029.65 7030.76 7031.87 3500.78 49.98
8 Caféic acid 178.95 135 (15), 134 (24), 89 (31) 20,011.193 8907.87 9345.78 10,000.76 4500.78 52.78
9 Vanillin 151.05 136 (17), 92 (21) ND ND ND ND ND ND
10 P-coumarique Acid 162.95 119 (15), 93 (31) 7058.25 345.76 ND 540.76 ND ND
11 rosmarinic Acid 358.9 161 (17), 133 (42) 8054.233 209.76 ND 7098.76 ND ND
12 Hesperidin 611.1 303,465 ND ND ND ND ND ND
13 Rutin 609.1 300 (37), 271 (51), 301 (38) ND ND ND ND ND ND
14 Hyperoside 463.1 300, 301 ND ND ND ND ND ND
15 4-OH benzoic acid 136.95 93, 65 ND ND ND ND ND 60.43
16 Salicylic acid 136.95 93, 65,75 ND ND ND ND ND ND
17 Myricetin 317 179, 151, 137 4657.87 367.76 4569.76 456.78 ND ND
18 Coumarin 146.95 103,91,77 5098.76 567.78 5089.54 5088.76 ND ND
19 Kaempferol 264.95 217,133,151 119.76 89.76 99.76 99.45 ND ND
20 Quercetin 300.9 179,151, 121 ND ND ND ND ND 56.87
21 Hesperetin 300.95 164, 136, 108 ND ND ND ND ND ND
22 Naringinin 270.95 151, 119, 107 218 .123 217.99 218.06 218.16 ND ND
23 Luteoléin 284.95 175,151, 133 225.980 224.76 225 112.78 ND ND
24 Fisetin 284.95 135,121 ND ND ND ND ND ND
25 Apigenin 268.95 151,117 9452.76 450.76 9065.78 5687.78 ND ND
26 Rhamnetin 314.95 165, 121, 300 8564.78 345.99 567.98 789.87 ND ND
27 Chrysin 253 143,119, 107 5456.65 234.78 709.78 4987.76 ND ND

RP: raw potato; BP: boiling potato; SP: steaming potato; MP: microwaving potato; WB: water of boiling; WS: water of steaming; ND: no determined.
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3.4. Antioxidant Activity

For the evaluation of the antioxidant activity, three methods were used. For each method
two approaches are applied: on the one hand, determination of the relative reduction of DPPH,
ABTS, and the reduction of copper, and determination, on the other hand, of the amount of antioxidant

necessary to reduce 50% DPPH, ABTS, and Cu?*.

The antioxidant activities of raw and cooked (in water, steam, and microwave) potato extracts
were tested and then compared to those of a reference antioxidant, Butylated hydroxyanisole (BHA).

The results obtained for the three methods are presented in the Figure 14.
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Figure 14. Evaluation of antioxidant activity: 1: 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) method; 2:
2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) method; 3: Cupric reducing antioxidant
capacity (CUPRAC) method. BHA: Butylated hydroxyanisole. The superscript letters A, B, C, D,
and E indicate a significant difference between antioxidant activities of raw and cooked potatoes at
the same concentration of extract (ppm) (at the 0.05 significance level. The superscript letters a, b, c, d,
and e indicate a significant difference between antioxidant activities of raw and cooked potatoes at
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The results of the three methods of evaluating reductive activity expressed in 1% clearly show
that the potato extract has a moderate antioxidant power. The antioxidant activity increases with
increasing concentration of the extract. This antioxidant activity was reduced by cooking to different
degrees according to the cooking method. The classification of the cooking modes according to
the degree of reduction of the antioxidant activity places the cooking in the microwave in the first
position, then comes the steaming and, lastly, the cooking in water. The decrease in antioxidant
activity may be related to the reduction of polyphenols by the various methods of cooking. Generally,
the literature reports that there is a relationship between the content of phenolic compounds and
antioxidant properties [52]. According to Hayes et al. [53] the antioxidant activity generally depends
on the number and the position of the hydroxyl groups relative to the functional carboxyl groups.
Montoro et al. [54] have shown that flavonoids are compounds exhibit high antioxidant activity.
Caffeic acid (3,4-dihydroxycinnamic acid), one of the main hydroxycinnamic acids present in the
potato extract, has been identified as one of the active antioxidants. Gulcin [55] evaluated the
antioxidant activity of caffeic acid using different in vitro antioxidant tests, such as 2-azino-bis
(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), antiradical activity of 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl
(DPPH). The caffeic acid showed a potent antioxidant activity compared to the reference antioxidants
(BHA, BHT, and «-Tocopherol).

These results are confirmed by the calculation of the parameter ICs; (Table 7). The results of
ANOVA analysis showed a significant difference (p < 0.05) between the ICsys of raw and cooked
potatoes (in water, steam, and microwave), and this has been observed for all the methods applied for
the evaluation of the antioxidant activity.

From these results, it is noted that the ICs( of the cooked potatoes are higher than the ICs5, of the
raw potato. This indicates a decrease in antioxidant activity by the cooking process. The mode of
cooking potatoes “in water” showed the highest ICsy, i.e., the lowest antioxidant activity, followed by
steaming and cooking in water. Potato ICsps are lower than ICsy BHA, meaning that raw and cooked
potatoes have lower antioxidant activity than the reference antioxidant.

Similar results have also been obtained in previous studies.

According to Tian et al. [56], a moderate reduction in activity was observed after boiling and
cooking in the microwave, while steaming reduced antioxidant activity by 21.57%.

Perla et al. [20] recorded significant decreases of 42.22% and 50.47% in the radical-antiradical
activity due to boiling and microwaving.

Lemos et al. [57] also reported that cooking decreased the antioxidant activity of potatoes.

According to Faller and Fialho [22] cooking led to reductions in antioxidant capacity for most
vegetables, with small differences between boiling, microwaving, and steaming. The polyphenols
showed a positive correlation with antioxidant capacity in raw and cooked potatoes.

Table 7. Half-maximal inhibitory concentration ICs; values.

Extracts of Potato DPPH ABTS CUPRAC
Raw 586.65 + 0.76 4 380.67 + 0.23 4 300.87 + 0.26 4
Boiling 703.54 + 0.56 2 686.76 4 0.49 2 592.78 + 0.74 2
Steaming 620.76 + 0.89 b 610.76 + 0.67 b 410+ 025"
Microwaving 609.8 + 0.23 ¢ 395.65 + 0.98 330.65 + 0.14 €
BHA 85.13 + 0.45¢ 86.56 + 0.34 © 96.5 + 0.09 ©

The superscript letters a, b, ¢, d, and e indicate a significant difference at the 0.05 significance level.
DPPH: 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl; ABTS: 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid); CUPRAC:
cupric reducing antioxidant capacity; BHA: Butylated hydroxyanisole.
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3.5. Anticholinesterase Activity

The antiacetylcholinesterase and antibutyrylcholinesterase activities of raw and cooked potato
extracts (in water, steam, and microwave) were tested and then compared to that of a reference
inhibitor, galantamine. The results obtained are presented in the Figure 15.
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Figure 15. Evaluation of anticholinesterase activity of raw and cooked potato extracts: 1:
antiacetylcholinesterase activity; and 2: antibutyrylcholinesterase activity. The superscript letters A, B,
C, D, and E indicate a significant difference between anticholinesterase activities of raw and cooked
potatoes at the same concentration of extract (ppm) (at the 0.05 significance level. The superscript
letters a, b, ¢, d, and e indicate a significant difference between anticholinesterase activities of raw and
cooked potatoes at different concentrations of extract (ppm) at the 0.05 significance level.

Potato extracts showed low inhibitory activity of acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE). A decrease in anticholinesterase activity was obtained after cooking,
a significant difference (p < 0.05) exists between the raw potato and the cooked samples and the
different concentrations of the extract.

This activity was decreased by cooking to different degrees according to the cooking method.
The classification of the cooking modes according to the degree of reduction of the anticholinesterase
activity places the microwave in the first position, then steam cooking and, lastly, cooking in water.
From the values obtained, there is a significant difference (p < 0.05) between the raw potato, cooked
potato, and the galantamine.

The raw and cooked potato extracts exhibit high ICsps for anti-acetylcholinesterase activity
and antibuturylcholinesterase activity, indicating low anticholinesterase activity (Table 8). The ICs
obtained for the galantamine used asareference molecule is much lower than those of the extract,
so galantamine has a better inhibitory activity of AChE and BChE. Galantamine is widely used as
a reference substance in in vitro assays because of its strong inhibitory effect on AChE [58]. Today, it is
authorized in several European countries as a treatment for AD in advanced stages [59].
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Table 8. Half-maximal inhibitory concentration (ICsp) values for anticholinesterase activity.

Extracts of Potato Antiacetylcholinesterase Activity Antibuturylcholinesterase Activity
Raw 1105.29 4 0.24 4 1087.84 4+ 0.54 4
Boiling 247127 +0.67 2 2129.42 +0.212
Steaming 1967.72 + 0.98 b 1611.22 + 0.18 P
Microwaving 1363.6 +0.56 € 1234.68 £ 0.54 €
Galantamin 84.23 +0.21°¢ 86.56 4+ 0.08 ©

The superscript letters a, b, ¢, d, and e indicate a significant difference at the 0.05 significance level.

The mode of cooking potatoes “in water” showed the highest ICs), i.e., the lowest
anticholinesterase activity, followed by steaming and cooking in water.

Although most of the known potato inhibitors of the AChE enzyme are alkaloids [60] several
studies have recently been carried out to identify other natural molecules that may have significant
anti-AChE activity

Thus, according to Houghton et al. [61], several compounds, other than alkaloids, have
a high ability to inhibit the AChE enzyme, such as terpenoids, phenolic compounds, flavonoids
and isocoumarins. Several studies have shown strong anticholinesterase activity of phenolic
compounds [62-64].

Several studies have shown the correlation between phenolic compounds and anticholinesterase
activity. Several natural polyphenols have shown anticholinesterase effects [65]. In most in vivo
studies, the anticholinergic activity of polyphenol was accompanied by an improvement in cognitive
functions, such as learning and memory [66].

However, the exact mechanism of interaction with polyphenols in the cholinergic system is not
yet clear [65].

Despite the richness of the potato raw and cooked in polyphenols, low anticholinesterase activity
was obtained. This may be due to the nature and chemical structure, as well as the synergy and
interactions between the polyphenols before and after cooking.

The number and position of the other hydroxyl groups in the molecules tested played a minor
role in this context. Aglycones were the most effective cholinesterase inhibitors of their corresponding
glycosylated forms. Overall, the results show that phenolic acids can play a role in neuroprotection [60].

Szwajgier [67] measured anticholinesterase activities of nine phenolic acids and six flavonoids,
alone or in combination. The synergy/antagonism/lack of interaction between the compounds was
evaluated taking into account the statistical significance. The modified spectrophotometric method of
Ellman was used for the measurement of anticholinesterase activity. Anti-acetylcholinesterase activities
were classified in this order: homogentisic acid > 4-hydroxyphenylpyruvic acid > nordihydroguaiaretic
acid > rosmarinic acid > caffeic acid > acid gallic > homovanillic acid > sinapic acid. In most cases,
a paired interaction of these phenolic compounds: p-hydroxyphenylpyruvic, caffeic, chlorogenic,
gentisic, and homogentisic acids and nordihydroguaiaretic, rosmarinic acids have a lower inhibitory
activity (p < 0.05) to the compound activity alone. In addition, interactions between phenolic acids
in pairs with flavonoids (cyanidin, delphinidin, kaempferol, myricetin, phloridzine, pelargonidin,
or quercetin), in most cases, have a lower inhibitory activity than that calculated separately for the
two compounds (p > 0.05).

4. Conclusions

The results obtained in this study indicate that cooking has a negative impact on total phenolic
content, antioxidant, and anticholinesterase activities of the Spunta variety of potato. Results obtained
for the three cooking modes are different, which is due to the difference in the type of polyphenol
bonds with the various components of potato matrix, extraction parameters, and analysis procedures.
However, cooking in a microwave oven can be suggested as the best method of cooking to preserve
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phenolic compounds in these cases, as potato tissue is not placed in direct contact with hot water and
the leaching of compounds in water is minimized.
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The objective of this work was to determine the impact of three cooking modes (boiling, steaming and
microwaving) and the conservation of onion at 4°C for 12 days on total polyphenol, flavonoid, tannins,
phenolic acids contents antioxidant and anticholinesterase activity of red onion: Allium cepa. The
results showed that the three cooking modes caused an increase of the levels of total polyphenols,
flavonoids and tannins, but decreased the levels of phenolic acids. Storage at 4°C for 12 days caused a
decrease in levels of total polyphenols, flavonoids, tannins and phenolic acids. A decrease in anti-
radical activity during storage was found. Three cooking modes resulted in a decrease in antioxidant
activity. However, the use of microwave was more effective as' to higher polyphenol contents. The level
of anticholinesterase activity steadily decreased during refrigerated storage and after 12 days it was
1/4 of the value found in the raw material.The raw onion showed a moderate activity which increased
after most cooking treatments. The highest level of capacity was observed after microwaving.

Key words: Total polyphenol, flavonoids, tannins, phenolic acid, cooking, conservation, antioxidant activity,

anticholinesterase activity, red onion.

INTRODUCTION

Onion (Allium cepa) is a versatile vegetable that is
consumed fresh as well as in the form of processed
products. More recently, there has been renewed
attention given to the antioxidant content of onions,
because many epidemiological studies suggested that
regular consumption of onions in food is associated with
a reduced risk of neurodegenerative disorders, many
forms of cancer, cataract formation, ulcer development,
reduction in symptoms associated with osteoporosis

(NOA), prevention of vascular and heart diseases by
inhibition of lipid peroxidation (LPO) and lowering of low
density lipoprotein (LDL) cholesterol levels (Kaneko and
Baba, 1999; Kawaii et al., 1999; Sanderson et al., 1999;
Shutenko et al., 1999; Singh et al., 2009). It is an
important food because it supplies various activated
phytomolecules such as phenolic acid, flavonoids
copaenes, thiosulfinate, organosulfur  compounds
(OSCs), and anthocyanin (Slimestad et al., 2007).
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Similarly, protection against neuronal degeneration in
Alzheimer's disease can be achieved using natural
antioxidants. Acetylcholinesterase inhibitors (AChEI) are
used for the treatment of Alzheimer's disease because
they enhance neuromediator acetylcholine level
(Grossberg, 2003). In contrast, polyphenols and
flavonoids have shown certain stability when exposed to
high temperatures, a quality that is reflected in the
preservation of their antioxidant capacity (Vallejo et al.,
2003). Studies performed on different vegetables after
cooking or conservation showed that the total polyphenol
content and antioxidant capacity could be either higher or
lower in comparison to the fresh food (Lombard et al.,
2005; Turkmen et al., 2005). The purpose of this study is
to analyze differences in the antioxidant,
anticholinesterase capacity, and polyphenol retention
after preservation and simulated domestic processing
(boiling, steaming and microwave).

METHODOLOGY
Samples

Onion samples (A. cepa L.) were collected in the region of Djenan
el Anab, Beni bechir, 10 km from Skikda, Algeria and they were
placed in plastic bags and taken to the laboratory for analysis.

Effect of preserving vegetables on the content of total
polyphenols

The effect of preserving vegetables on the content of total
polyphenols was studied. Conservation is stopped when a
beginning of softening fabrics onion was seen.

Raw vegetables are stored (4°C) in the refrigerator in the
laboratory for 12 days. Every two days, an aliquot of these
vegetables was washed and cut into small pieces, cooked (in water,
steam and microwave), ground and homogenized for analysis.

Sample preparation and cooking

Cooking and pretreatment procedures are reported by Turkmens
(2005). Cooking conditions are optimized by preliminary
experiments (Miglio et al., 2008). Vegetables (raw or stored) are
washed and all inedible parts are removed manually or by using a
steel knife. Then, they are cut into small pieces of uniform shapes.
900 g onions are reserved for cooking procedures, using 300 g per
method applied. All culinary experiments were performed in
triplicate, using 100 g of vegetable each time.

Boiling

Onion (100 g) is placed in a stainless steel pan with 150 ml of
distilled water bouillantea 100°C. Cooking time varies between 16
and 18 min. After this procedure, the vegetables are drained to
remove excess water and then cooled in a water bath.

Steaming

Onion (100 g) is placed in a stainless steel steam cooker which was
covered with a lid and steamed, over boiling water. The baking time
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varies between 15 and 20 min. After this step, the vegetables are
cooled in a water bath in a steel container.

Microwave

Onion (100 g) is placed in a glass dish in a microwave oven Giant
CE137NM (consumption: 220 to 240, operation 245 MHZ
frequency, power 1200 W, External Dimensions: 262 mm (H) x 452
mm (W) x 330 mm (D), size of the cavity of the oven: 198 mm (H) x
315 mm (W) x 297 mm (D), oven capacity: 20L Net Weight Env.
10.5 kg). The vegetables are cooked in a microwave oven at full
power and then cooled in a water bath, the cooking time is 4 min.

Polyphenol extraction

The samples of raw and cooked vegetables were homogenized
using a commercial juice extractor obtaining a fluid vegetable
extract (VE). Polyphenols extraction method was adapted from
Vinson et al. (2001) and Faller and Fialho (2009).

Briefly, 1 ml of each VE was extracted using 500 pl of 50%
methanol (methanol:water, 50:50, v/v) for the soluble polyphenols
and 50% methanol (methanol:water, 50:50, v/v) acidified with 1.2 M
HCI for the hydrolyzable polyphenols, in screw capped eppendorfs.
The samples were then placed in a water bath at 90°C for 180 min
with constant shaking. After 3 h, the samples were removed from
water bath and cooled at room temperature (approximately 2 min).
The volume was adjusted to 1 ml with 95% methanol and the
eppendorfs were centrifuged at 12,000 g for 5 min. The
supernatants, considered to be polyphenol extracts, were
immediately used for the determination of polyphenol content.

Determination of total phenolic content

The total phenolic was determined according to the method of
Velioglu et al. (1998) and Ismail et al. (2004) which used Folin-
Ciocalteu reagent. Extract was prepared at a concentration of 1
mg/ml. 100 pl of extract was transferred into a test tube and 0.75 ml
of Folin-Ciocalteu reagent (previously diluted 10-fold with deionised
water) were added and mixed. The mixture was allowed to stand at
room temperature for 5 min. 0.75 ml of 6% (w/v) sodium carbonate
was added to the mixture and then mixed gently. After standing at
room temperature for 90 min, the absorbance was read at 725 nm
using a UV-Vis spectrophotometer. The standard calibration (0 to
1000 ppm) curve was plotted using gallic acid. The total phenolic
content was expressed as gallic equivalents in microgram per 1 g
vegetable extract.

Total flavonoid contents

The total flavonoid content was determined according as the
aluminum chloride colorimetric method described by Chang et al.
(2002) and Lin and Tang (2007). Briefly, aliquots of 1 g of onion
sample were, respectively, dissolved in 1 ml deionized water. This
solution (0.5 ml) was mixed with 1.5 ml of 95% alcohol, 0.1 ml of
10% aluminum chloride hexahydrate (AICIz), 0.1 ml of 1 M
potassium acetate (CH3;COOK), and 2.8 ml of deionized water.
After incubation at room temperature for 40 min, the reaction
mixture absorbance was measured at 415 nm against deionized
water blank.

Quercetin was chosen as a standard. Using a seven point
standard curve (0 to 1000 ppm), the levels of total flavonoid
contents in fruits and vegetables were determined in triplicate,
respectively. The data were expressed as microgram quercetin
equivalents (QE)/1 g of fresh matter from onion analysed.
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Tannin analysis

Quantitative estimation of tannins was carried out using the
modified vanillin—HCI in methanol method described by Price et al.
(1978). The method is based on the ability of condensed tannins to
react with vanillin in the presence of mineral acid to produce a red
color. Ground pulse samples (1 g) were extracted with 20 ml of 1%
HCI in methanol) for 20 min at 30°C in a water-bath. The samples
were centrifuged at 2000 rpm form 4 min. The supernatant (1.0 ml)
was reacted with 5 ml vanillin solution (0.5% vanillin + 2% HCI in
methanol) for 20 min at 30°C. Blanks were run with 4% HCI in
methanol in place of vanillin reagent. Absorbance was read at 500
nm on a UV/VIS spectrophotometer. A standard curve was
prepared with catechin. Results were expressed in terms of
catechin equivalents. Samples were analyzed in triplicate

Total phenolics acids content

Phenolics acids were determined according to the method of Netzel
et al. (2006) and Sigh et al. (2012) with modification. Onion (1 g)
were suspended in 0.3 M hydrochloric acid in 80% ethanol (2 ml)
and placed in a sonicator for 20 min. The mixture was centrifuged
at 2000 g for 10 min and the supernatant was transferred to a clean
glass tube. The pellet was suspended in a second aliquot of 0.3 M
hydrochloric acid in 80% ethanol (2 ml) and the process repeated.
The combined supernatants were made up to 5 ml with 0.3 M
hydrochloric acid in 80% ethanol and an aliquot (1 ml) was
transferred to an Eppendorf tube and centrifuged at 15,700 g for 5
min, the absorbance was measured at 320 nm. The total phenolic
acids, expressed as pg equivalents of chlorogenic acid per g of
extract of fresh weight.

Total antioxidant capacity (DPPH)

The antioxidant capacity was measured by the DPPH radical
method according to Kuskoski et al. (2006) and Faller and Fialho
(2009). Briefly, a 100 pM DPPH solution was prepared with 80%
methanol. In test tubes, 100 pl of each VE, fresh or after cooking,
was placed, after which was added 3.9 ml of the DPPH solution
(100 pM). The mixture was allowed to stand, in the absence of light,
and the absorbance was measured at 60 min. The DPPH solution
alone was measured before the addition of the samples (AO) and
80% methanol was used as blank. The antioxidant capacity was
represented as the percentage radical scavenging capacity (1%)
remaining after 60 min according to the equation, which represents
the absorbance of the DPPH solution alone measured, and the
absorbance for each sample at 60 min after the addition of the
DPPH solution at 517 nm.

Antioxidant activity 1% = (A0-A/AQ) x 100

Anticholinesterase activity

A spectrophotometric method developed by Ellman et al. (1961)
and Ertas et al. (2015) was established to indicate the
acetylcholinesterase inhibitory effects. Aliquots of 150 pl of 100 mM
sodium phosphate buffer (pH 8.0), 10 ul of sample solution and 20
ul of acetylcholesterase (AChE) or butyrylcholinesterase (BChE) or
solution were stirred and incubated for 15 min at 25°C, then 5,5-
dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB, 10 pl) is added to mixture. In
the next step, by the addition of acetylthiocholine iodide (10 pl) the
reaction was started. At the end, final concentration of the tested
solutions was 200 pg/ml. BioTek Power Wave XS at 412 nm was
used to monitor the hydrolysis of these substrates. The experiments
were carried out in triplicate. Galanthamine was used as a

reference compound. The percentages of inhibition were calculated
by using the following equation:

DTNB (Ellman's reagent), AchE or butyrylcholinesterase BChE

A -A
trol S |
Inhibition (%) = — AP 100

AControI

Statistical analysis

The results of the antioxidant, anticholinesterase activities and total
phenolic-flavonoid, tannins and phenolic acids contents were
expressed as means + SEM.

RESULTS AND DISCUSSION

Effect of storage on the levels of total polyphenols
and antioxidant activity

Effect of storage on the content of total polyphenols

The concentration values are read directly from the
calibration curve established using the reference solution.
The following equations were used to calculate total
phenolic contents of the extracts: Absorbance = 0.048
gallic acid (ug) + 0.027 (R2 = 0.991). Concentration of the
sample is expressed in pg equivalent per gram of extract.
The range is plotted for gallic acid concentrations
between 0 and 1000 ppm. Onion contains a total
polyphenol content of 90.88 + 0.4ug EAG/g VE. This
guantity decreases with increasing the shelf life of the
onion. It appears that storage at 4°C to cause loss of total
polyphenols. The levels of total polyphenols obtained
after 12 days of storage was 70.22 + 1.11 ug EAG/g
(Figure 1).

The flavonoid content is higher in fresh onion; it
corresponds to EQ 70 pg/g VE. The results showed
decreased levels of flavonoids. Storage at 4°C causes a
loss of flavonoids after 12 days, the rate of flavonoids
was 49.25 + 0.6 ug EQ/g VE of onion (Figure 2).
Conservation has a negative effect on the content of
tannins. The results indicate that the decrease in tannin
contents depends on the length of storage (Figure 3).
Conservation at 4°C of onion causes phenolic acids
decrease over time of conservation (Figure 4).

The results obtained show that storage (at 4°C) causes
a decrease of the levels of total polyphenols, flavonoids,
tannins and phenolic acids. This loss may be due to the
effects of enzymatic browning. Polyphenols are
converted by the action of the enzyme. They become
inaccessible phenolic groups which cause the decrease
of the content of total polyphenols, flavonoids, phenolic
acids and tannins (Spagn et al., 2005). According
Spagna et al. (2005), PPO retains 55% of its activity at
4°C, which is the cause of the decrease in phenolic
content during storage in refrigerator. Different authors
also observed the negative effect of the storage period on
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Figure 2. Effect of conservation and cooking on the levels of flavonoids.

the level
vegetables.
Cisneros-Zevallos and Heredia (2009) showed that the
conservation of onion reduces the levels of total
polyphenols. Ferreres et al. (1996) studied the impact of
storage content of flavonoids of onion. After 7 days, they
found that the content of anthocyanins was significantly
decreased. Ewald et al. (1999) showed that loss of the
highest flavonoids of onion is obtained when the samples
were subjected to a pretreatment before storage.
According to Cheynier et al. (1998) and Spigno and De
Faveri (2007), the conservation causes a decrease in
tannins that could be due to hydrolysis of the polymers of

of the analysed constituents in frozen

condensed tannins, or a condensation of tannins with
anthocyanes. However, some studies have shown that
conservation causes increase in the total polyphenol
content in some vegetables. The amount of polyphenols
increases spontaneously after 3 days. This is due to the
release of tissue senescence (Rodriguez-Arcos et al.,
2002).

Antioxidant activity and conservation

It appears that storage contributed to decrease of
antioxidant activity (Figure 5). This is due to polyphenols
of onion. The main role of these compounds as reducing
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free radicals is emphasized in several reports. These
results are consistent with those obtained by Ewald et al.
(1999), Villano et al. (2007), and Cisneros-Zevallos
(2009) who found that the conservation of onion causes a
decrease in antioxidant capacity.

Effect of cooking on the content of total polyphenols

Figure 1 summarizes the changes in the content of
phenolic compounds during the cooking process.

Cooking increases the total polyphenol content for both
lots tested (raw and stored onion). However, the use of
microwave and steam were more effective as' to higher
polyphenol contents.

Dewanto et al. (2002) attributed this increase in
phenolics to the embrittlement of tissues with heat
cooking which facilitates extraction of these compounds.
This release would offset any loss by thermal
degradation. The results indicate that the three cooking
modes have positive impact on the flavonoid content of
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samples stored at 4°C. However, the use of microwave
and steam were more effectives. Flavonoids exist as
glycoside in food; one or more hydroxyl groups are
combined with sugars. The presence of this glycoside
fraction makes flavonoids very soluble in water (Figure
2). Increase in the content of tannins is observed for the
three cooking modes of raw or stored samples (Figure 3).
However, the use of microwave in cooking onion has
proved relatively effective in comparison with the other
two methods: steaming and boiling water

The results show that the three cooking modes cause
an increase in the levels of total polyphenols, flavonoids
and tannins, but decrease the levels of phenolic acids
(Figure 4). However, the use of microwave and steam
were the most effective.Increased levels of total phenolic
compounds could be explained by the ease with which
they are extracted following certainly a strong weakening
of the cell walls of onion by heat (Gahler et al., 2003).
Cooking in boiling water is less effective as increase in
phenolic compounds; this is due to the solubilization of
polyphenols in the cooking water during this type of
thermal treatment (Price et al.,, 1997; Makris and
Rossiter, 2001). However, two other cooking methods (by
steam and microwave) allow a better retention of soluble
polyphenols in plant tissues.

Effect of cooking on the antioxidant activity

Three cooking modes cause a decrease in antioxidant
activity of the two samples tested onion (raw and stored)
(Figure 5). This result is consistent with that of Fialho and
Faller (2009) which showed that cooking in water, steam
or microwave decreased antioxidant activity. This activity

is dependent on the mobility of the hydrogen of the
hydroxyl group of the phenolic compounds atom.
However, there is no relationship between the polyphenol
content and antioxidant activity. A small amount of
polyphenols can generate strong antioxidant activity
(Makris and Rossiter, 2001). Cooking leads to the
modification of the amount of polyphenols, but it can also
change the structure of polyphenols, which may affect the
antioxidant capacity (Makris and Rossiter, 2001). This
may explain the decrease in antioxidant activity despite
the increase of total polyphenols, flavonoids and tannins.

In addition, each phenolic compound has a degree of
affinity (high or low) for free radical DPPH which could
affect the antioxidant variations observed (Heim et al.,
2002).

Effect of storage and cooking on anticholinesterase
activity

The level of anticholinesterase activity steadily decreased
during refrigerated storage and after 12 days it was 1/4 of
the value found in the raw material (Table 1). The
influence of home cooking methods (boiling, microwaving
and steaming) on the anticholinesterase activity of raw
and stored onion has been evaluated. The raw onion
showed a moderate activity which increased after most
cooking treatments. The highest level of capacity was
observed after microwaving (Table 1). This result
indicates  that extract of onion contain an
acetylcholinesterase inhibitors, which are selective
organophosphorus anticholinesterases. The mode of
action of these compounds is to block the action of the
acetylcholinesterase enzyme, leading to the excessive
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Table 1. Anticholinesterase activity of the extracts and standards.

Inhibition % against AChE

Parameter

t0 2 Days 4 Days 6 Days 8 Days 10 Days 12 Days
Raw 55.21+0.25 44.5+0.85 41.22+1.1 31.5+0.75 22.5+0.15 22.32+0.65 14.26+0.12
Boiling 56.98+0.95 42.5+1.06 35.25+0.25 32.6+0.26 25.02+0.25 13+0.26 8.08+0.75
Steaming 59.48+1.01 49+0.45 32.02+0.46 22.25+0.13 19+0.89 18.55+0.98 18.12+0.65
Microwave 66.25+0.32 55+0.94 44.13+0.25 29.78+09 23.08+0.49 21.77+0.29 20.33+0.35
Galanthamine 88.02+0.22 - - - - - -

Values are means + standard deviation (SD), n = 3.

build-up of the neurotransmitter acetylcholine.

Phenolic compounds are involved in the protective
effect of neurodegenerative diseases (Ramassamy,
2006). In addition, previous reports demonstrated the
potential of  phenolic compounds to inhibit
acetylcholineterase activity (Williams et al., 2011).
Because phenolic compounds have different intracellular
targets, they can become an efficient approach to reduce
the incidence of AD (Ramassamy, 2006).

Literature suggests that vegetables have
neuroprotection effects. A prospective cohort study of
3718 human subjects aged 65 years and older based on
food frequency questionnaire assessed cognitive
functions at baseline and 3- and 6-year follow-ups. The
rates of cognitive decline among persons in the fourth
and fifth quintiles of vegetable intake were slower by
0.019 (P=0.01) and 0.018 (P=0.02) standardized units
per year compared with that among persons in the lowest
quintile; the overall mean change per year was a decline
of 0.04 standardized units (Morris et al., 2006). Extracts
of these fruits and vegetable fed to 19-month-old Fischer
344 rats for 8 weeks reversed age-related deficits in
several neuronal and behavioral parameters. Blueberry
particularly improves motor function that relies on
balance and coordination (Joseph et al., 1999).

Conclusion

The effect of three modes of cooking and conservation at
4°C on total phenolic, flavonoid, tannins, phenolic acid
content, antioxidant and anticholinesterase activities of
extract of red onion were analyzed. Results indicated that
red onion were rich sources of polyphenols and
flavonoids and showed the promising antioxidant and free
radical scavenging activities. Storage at 4°C reduced the
levels of total polyphenols, flavonoids, phenolic acids and
tannins. Decreased antioxidant activity was observed
during storage temperature 4°C. The three modes of
cooking used (water, steam and microwave) increased
the levels of total polyphenols, flavonoids and tannins,
but decreased the content of phenolic acids.

However, there was a decrease in antioxidant activity
after using the three modes of cooking. The microwave

cooking mode has proven most effective as the increase
of the polyphenols. The level of anticholinesterase activity
decreased during refrigerated storage and after 12 days,
it was 1/4 of the value found in the raw material. The raw
inion showed a moderate activity which increased after
most cooking treatments. The highest level of capacity
was observed after microwaving. These results suggest
that some common cooking treatments can be used to
enhance the nutritional value of vegetables, increasing
bioaccessibility of health-promoting constituents.
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Résumé

Cette étude porte sur I’optimisation des conditions de cuisson et d'extraction des polyphénols
de six légumes (pomme de terre, oignon, épinard, aubergine carotte et piment) et 1’étude de
I’'impact du mode de cuisson (par €bullition, a la vapeur et par microonde) sur ces composés
et leurs activités biologiques (activité antioxydante et activité anticholinestérase). Pour
évaluer la quantité des composés phénoliques extraits a partir des légumes crus et cuits, un
plan d’expérience a été réalisé. Les facteurs du plan ont été proposés en relation avec la
cuisson ( T°, temps, puissance) et la méthode d’extraction des polyphénols (concentration du
solvant, temps de macération, d’ultrasonication et broyage). L’étude a été entamée par un
criblage des facteurs selon le plan Plackett-Burmann pour sélectionner ceux qui ont des
effets significatifs sur la réponse "taux et des polyphénols totaux” et une optimisation par un
plan composite centré. Un dosage spectrophotométrique des polyphénols totaux, des
flavonoides et une analyse LC-MS/MS ont été réalisés pour le suivi de la variation des
composés phénoliques apres cuisson. De plus, dans ce travail, I’accent a été mis sur les
propriétés antioxydantes et anti cholinestérases des composés phénoliques des six légumes
crus et cuits. Les résultats obtenus pour les six légumes sont différents, les modes de
cuisson par ébullition dans 1’eau et a la vapeur ont permis la diminution des taux des
polyphénols totaux et des flavonoides des six Iégumes. Tandis que la cuisson par microonde a
présenté des effets différents sur les six légumes, elle a montré un effet négatif sur le taux des
polyphénols totaux et des flavonoides de la pomme de terre, de I’épinard, de la carotte et du
piment. Cependant un effet positif a été enregistré sur les polyphénols totaux et les
flavonoides de I’aubergine. Une rétention de ces composés a été constatée chez 1’oignon cuit
par microonde. L’impact de la cuisson sur I’activité antioxydante varie d’un légume & un
autre. La cuisson a provoqué une diminution de I’activité antioxydante de la pomme de terre,
de I’oignon, de la carotte, du piment et de I’épinard cuit a la vapeur. Un effet positif de la
cuisson a été enregistré sur le potentiel antioxydant de I’épinard (cuit dans 1’eau et par
microonde) et de I’aubergine. Les trois méthodes de cuisson ont montré des effets negatifs sur
I’activité anticholinestérase de la pomme de terre, de I’épinard et du piment. Par contre, une
augmentation de cette activité a été enregistrée pour 1’oignon, 1’aubergine et la carotte. La
cuisson dans I’eau s’est avérée la mauvaise méthode pour la préservation des polyphénols des
Iégumes cuits et leurs activités (activité antioxydante et anticholinestérase). Les pertes des
polyphénols sont dues de leur solubilité accrue dans l'eau. Cependant, la cuisson par
microonde est suggérée comme la meilleure méthode pour préserver le taux des polyphénols,
les activités antioxydante et anticholinestérase des légumes étudiés.

Mots clés: Optimisation, légume, cuisson, polyphénols totaux, flavonoides, activité
antioxydante, activité anticholinestérase




Abstract

This study focuses on the optimization of the cooking conditions and the extraction of
polyphenols from six vegetables (potato, onion, spinach, aubergine carrot and pepper) and the
study of the impact of the cooking method (boiling, steaming and microwaving) on these
compounds and their biological activities (antioxidant activity and anticholinesterase activity).
To evaluate the quantity of phenolic compounds extracted from raw and cooked vegetables, a
experiment design was realized. The factors chosen are (Temperature, time, power) for
cooking and (solvent concentration, maceration time, ultrasonication and grinding) for
polyphenol extraction . The study was initiated by Plackett-Burmann design to perform the
screening of factors and to select the most influential on the Y response (total phenolic) and
an optimization by exploiting central composite design. Determination of total polyphenols,
flavonoids and LC-MS / MS analysis were performed to monitor the variation of phenolic
compounds after cooking. In addition, in this work, we anlyzed antioxidant and anti-
cholinesterase properties of the phenolic compounds of the six raw and cooked vegetables.
The results obtained for the six vegetables are different, boiling in water and steam cooking
methods have reduced the levels of total polyphenols and flavonoids of the six vegetables.
While microwave cooking had different effects on the six vegetables, it had a negative effect
on the total polyphenol and flavonoid levels of the potato, spinach, carrot and pepper.
However, a positive effect was recorded on the total polyphenols and flavonoids of eggplant.
Retention of these compounds has been observed in onions cooked by microwave. The impact
of cooking on antioxidant activity varies from one vegetable to another. Cooking caused a
decrease in the antioxidant activity of potatoes, onions, carrots, peppers and steamed spinach.
A positive effect of cooking was recorded on the antioxidant potential of spinach (cooked in
water and by microwave) and eggplant. All three cooking methods showed negative effects
on the anticholinesterase activity of potato, spinach and pepper. However, an increase in this
activity was recorded for onion, eggplant and carrot. Cooking in water proved to be the worst
method for preserving the polyphenols from cooked vegetables and their activities
(antioxidant activity and anticholinesterase). The losses of polyphenols are due to their
increased solubility in water. However, microwave cooking is suggested as the best method to
preserve the polyphenol levels, the antioxidant and anticholinesterase activities of the studied
vegetables.

Key words: Optimization, vegetable, cooking, total polyphenolic, flavonoids, antioxidant
activity, anticholinesterase activity
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