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RESUME

Le présent travail porte sur la caractérisation des composés phénoliques contenus dans la
pellicule et le pépin du marc de raisin extrait par la méthode de Soxhlet. La comparaison
entre ces deux extraits (pellicule et pépin) porte sur le rendement d’extraction des
métabolites visés, 1’analyse chromatographique et 1’activité antioxydante des extraits
obtenus.

Dans un premier temps, I’étude comparative a montré que le rendement d’extraction le
plus élevé a été obtenu pour I’extrait de la pellicule. Cependant, les caractéristiques
phytochimiques des deux extraits de marc de raisin sont déterminees, les teneurs en
polyphénols de la pellicule et du pépin sont respectivement 102,99 mg EAG/g et

112,59 mg EAG/g.

L’analyse par chromatographie en phase liquide a haute performance a permis de mettre en
évidence plusieurs types de composés organiques dans les extraits, les aires des pics
obtenus montrent, que dans la méme variété de biomasse et dans des parties différentes les
quantités différent. Par contre 1’analyse par FT-IR n’a pas révéler plusieurs informations

sur la composition chimiques des extraits.
Dans la derniére partie de ce travail, I’activité antioxydante est déterminée par la mesure de
pouvoir de piégeage du radical DPPH qui a montré que la pellicule présente une activité

inhibitrice plus importante que celle du pépin.

Mots clés : Polyphénols, marc de raisin, pellicule, pépin.



ABSTRACT

The present work relates to the characterization of the phenolic compounds contained in
the skin and the seeds of grape pomace extract by the method of Soxhlet. The comparison
focuses on the extraction yield of target metabolites, chromatographic analysis and
antioxidant activity of the extracts

First, the comparative study showed that the highest extraction efficiency was obtained for
the extract of the skin. However, the phytochemical characteristics of the two extracts are
determined, the polyphenol content of the skin and the seeds are respectively
102,99 EAG mg/ g and 112,59 EAG mg/g.

The high performance liquid chromatography analysis was used to identify several types of
organic compounds in the extracts, the peak areas obtained show that the amounts differ
even for the same variety but different part of the same biomass. However ,the FT-IR
analysis could not reveal more information about the chemical composition of the extracts.
In the last part of this work, the antioxidant activity was determined by the DPPH radical
scavenging power showed that the skin has a higher inhibitory activity than that of
the seeds

Key words: Polyphenols, grape pomace, skin, seeds.
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INTRODUCTION GENERALE

Avec le temps qui coure et avec les menaces de pollution de la planéte, tout le monde

cherche a réduire la quantité de déchets produits [1].

L'agriculture génére des quantités importantes de sous-produits qui ne sont généralement
pas dangereux, mais la forte teneur en matiére organique, et le fait que la production soit
concentrée dans une période particuliere de I'année pose des problémes potentiels de

pollution [2].

Pour le monde viti-vinicole la question se pose egalement et de plus en plus les vignerons
essaient non seulement de diminuer leurs déchets, mais aussi de trouver des moyens de
valorisation [1]. L'industrie du vin constitue un élément important de I'économie en
plusieurs régions du monde, et la vigne (Vitis vinifera L.) est l'une des plus importantes
cultures de fruits, avec plus de 60 millions de tonnes produites chaque année [3]. Environ
80% des récoltes sont utilisées pour la fabrication du vin, aussi appelée vinification [4].
Des quantités considérables de sous-produits sont genérées lors de la vinification. La tres
grande quantité de biomasse constituée par ces déchets produits a I’échelle planétaire

représente une ressource énergétique et chimique trés peu exploitée jusqu’a présent.

Le marc de raisin est le principal sous-produit de la vinification. Il est constitué du résidu
solide (pulpe, pépins, pellicules et rafles) restant apres 1’étape de pressurage du vin blanc
ou du vin rouge [5]. Il constitue environ 20% du poids des raisins utilisés pour la
vinification, ce qui géneére presque 9 millions de tonne par an [6,7]. Une large gamme de
produits est retrouvée dans ces marcs comme 1’éthanol, les tartrates, I’acide citrique et les
fibres alimentaires [8]. Les valorisations actuelles de ces sous-produits concernent le
compostage a partir des rafles ; I’alimentation animale et le compostage a partir des

pellicules ; la production d’huile et I’extraction de protéines a partir de pépins.

Une attention particuliere est récemment portée sur la caractérisation quantitative et

qualitative des polyphénols issus de ces sous-produits [9,10].

En effet, les polyphénols, métabolites secondaires des plantes, suscitent actuellement un



intérét croissant en raison, essentiellement, de leur propriété naturelle d’antioxydants.

Ces molécules permettraient, entre autres, de reduire ou limiter le développement de

certaines maladies cancéreuses et cardio-vasculaires [11], d’ou I’intérét de les valoriser.

Ce travail est centré sur la valorisation des polyphénols dans des sous-produits vinicoles
(Ie marc de raisin). Il s’inscrit dans la tendance actuelle d’utilisation d’une biomasse
d’origine végétale, tant dans le cadre d’applications pharmaceutiques que

parapharmaceutiques ou agroalimentaires.

\

L’objectif de notre travail consiste a extraire, quantifier et identifier les composés
phénoliques présents dans la pellicule et dans les pépins triés du marc de raisin. C'est une
étude comparative des composés phénoliques de ces deux extraits et cette comparaison

porte plus précisement sur la quantité et la qualité des extraits obtenus.

Notre travail est organisé en plusieurs parties:

o 161 partie : Synthese bibliographique sur la biomasse végétale étudiée et ses

métabolites secondaires, en particulier les composés phénoliques ;

by

o 28ME nartie : partie expérimentale, qui consiste d’abord a présenter les
techniques et les méthodes utilisées pour extraire et caractériser les composés
phénoliques de marc de raisin (pellicule et pépin) ;

e 3éme partie : consacrée a la description et la discussion des résultats obtenus.
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1. LABIOMASSE

1.1. Définition de la biomasse

La biomasse est la matiére végétale dérivée de la photosynthése, réaction entre le CO2 dans
’air, I’eau et la lumiere du soleil. Typiquement, la photosynthése convertit moins de 1% de
la lumiére du soleil disponible [6]. Cette énergie est stockée dans les liaisons chimiques
des végétaux.

En toute rigueur, c'est I'ensemble de la matiere d'origine vivante. Les textes frangais et
européens donnent différentes définitions qui peuvent varier sur des points de détails.
L’article 29 de la loi 2005-781 de programmation fixant les orientations de la politique
énergétique dite " POPE", du 13 juillet 2005, la définit ainsi :

« La biomasse est la fraction biodégradable des produits, déchets et résidus provenant de
I'agriculture, y compris les substances végétales et animales, issues de la terre et de la
mer, de la sylviculture et des industries connexes ainsi que la fraction biodégradable des
déchets industriels et ménagers ». Elle est ainsi caractérisée par sa composition chimique

comportant principalement du carbone, de 1’hydrogene et de I’oxygéne [12].

1.2. Les principales ressources de la biomasse

La biomasse est donc partout et disponible en grande quantité. Plus précisément, la

biomasse exploitable par I’homme peut étre classée suivant cinq origines différentes [13]:

1.2.1. La biomasse de ’agriculture

Qui regroupe les cultures alimentaires et énergétiques mais également les résidus, par
exemple les tiges non consommables, et les déchets de 1’agriculture tels que les surplus et
produits non-calibrés pour la consommation et, finalement, les effluents d’élevage comme

les déjections et litieres animales qui forment les fumiers et les lisiers.

1.2.2. La biomasse d’origine forestiére

Elle englobe les foréts soit le bois comme matiére premiere de méme que les résidus et

déchets issus de ’activité forestiere lors de la premiere transformation du bois.



1.2.3. La biomasse d’origine aquatique

Ce soit les résidus des activités de péche et d’aquaculture ainsi que les cultures d’algues et

de micro- algues.

1.2.4. La biomasse d’origine industrielle

Elle regroupe principalement tous les produits connexes de 1’industrie agroalimentaire et

de I’industrie du bois de deuxiéme transformation.

1.2.5. La biomasse d’origine collective

C’est I’ensemble des déchets produit par ’homme et notre société, soit les déchets
biodégradables de la communauté comme les boues d’épurations issues des eaux usees, les

bois élagués dans les parcs et jardins (déchets verts), et les ordures ménageres [13].

1.3. Inconvénients de la biomasse

La biomasse peut étre polluante si elle est mal utilisée. (Exemple : Un hectare de sol
absorbe normalement 4 tonnes de dioxyde de carbone par an alors qu'un hectare mal-

labouré rejette 1tonne de dioxyde de carbone par an).
Pour produire de la biomasse, il faut des terres agricoles, sauf qu’il n’y a peu disponible.

L'inconvénient majeur de la mise en pratique de la biomasse est que le bois, qui devient
source d'énergie apres combustion, est souvent surexploité par les industriels. Il y a
déforestation. Cela peut avoir des effets nocifs sur la biodiversité. De plus la combustion
du bois rejette des éléments néfastes dans I'atmosphére [14].

1.4. Valorisation de la biomasse

Les ressources de la biomasse sont disponibles a grande échelle. La biomasse est une
ressource renouvelable lorsqu'elle est utilisée et gérée de facon durable. La biomasse
participe au traitement et a la destruction des déchets organiques. Aujourd’hui la
biomasse est principalement valorisée par ’homme dans quatre domaines : 1’alimentation
(pour I’homme et ’animal), 1’industrie (chimie végétale), 1’énergie (bois de chauffage,

biocarburants, ...) et la construction (bois de construction, menuiserie, ...) [15].



1.4.1. Valorisation énergétique

Pour pouvoir utiliser la biomasse en tant que ressource d’énergie, il faut savoir
transformer la matiere premiere qui la compose en un vecteur énergétique plus utile et
plus facilement stockable et transportable pour en différer 1’utilisation dans le temps et
I’espace. La biomasse de départ est alors transformée au moyen de processus de
conversion en combustibles solides (biomasse solide obtenu par séchage), liquides (les
biocarburants) et gazeux (gaz de synthese et biogaz). Les énergies produites a partir de la
biomasse sont de types électrique, calorifique et moteur et sont appelées les bioénergies.
Trois types de filiéres technologiques existent pour la transformation de la biomasse
depuis la matiére premiére en produits ressources énergétiques. On distingue les
processus thermochimiques et les processus biochimiques ou biologiques et finalement

I’extraction mécanique [16].

1.4.1.1. Les conversions thermochimigues

Les conversions thermochimiques incluent la combustion, la gazéification, la pyrolyse et
la liquefaction et la valorisation hydro-thermique. Elles permettent d’utiliser surtout la
biomasse dite « séche » : soit celle-ci posséde une teneur en humidité suffisamment basse

au départ comme le bois sec et la paille, soit elle doit passer par une phase de séchage.
a. Lacombustion

Elle reste le moyen de valorisation énergétique le plus simple, le plus rapide et le plus
rentable et donc le plus employé. Elle est réalisée en présence controlée d’oxygene et
produit des fumées chaudes qui soit pourront étre directement utilisées comme chaleur,
soit, via transformation en vapeur, feront tourner une turbine a vapeur qui produira de
la Chaleur et /ou de 1’électricité. La biomasse solide peut-&tre également transformees en

chaleur par une Co-combustion avec du charbon

b. La gazéification

Elle est la conversion de la biomasse en gaz combustible. Il s’agit d’une oxydation
partielle de la biomasse qui se passe avec une quantité limitée et contrélée d’air a haute
température (800°C-900°C). Les gaz synthétiques produits sont appelés « syngaz ». Ils

peuvent fournir de 1’¢électricité et de la chaleur via une turbine a gaz puis une turbine a



vapeur ou directement par un moteur. lls peuvent également étre utilisés directement

comme fuel pour les engins au gaz ou produire du gazole de synthese [17].

c. Lapyrolyse

Elle consiste a chauffer la biomasse a une température d’environ 500°C -700°C sans air,
c’est-a-dire sans la brdler. Elle a pour but sa décomposition en partie gazeuse, en partie
solide (le charbon de bois) et en partie gazeuse condensable (les huiles). On différencie la
pyrolyse flash qui favorisera la formation des huiles et la carbonisation (pyrolyse lente)
avec prédominance de I’obtention du charbon de bois. Les gaz seront comme lors de la
gazéification valorisée en tant que carburant, chaleur ou électricité, les huiles comme
carburants et, pour terminer, le charbon comme matiere premiére pour, par exemple, la

combustion.

d. La liguéfaction

C'est le procédé hydro-thermique permet de produire, dans une ambiance humide
maintenue a haute pression, des hydrocarbures liquides et des huiles qui pourront, apres
raffinage, étre utilisés comme essences synthétiques (méthanol, diesel, kérosene et LPG).
Il s’agit des procédés les plus complexes et couteux que les trois premiers et fournissant

de bon rendement. Ils sont donc tres peu employes.

1.4.1.2. Les conversions biochimigues

Les conversions biochimiques regroupent la digestion anaérobie et la fermentation. Elles
valorisent surtout la biomasse dite « humide » comme les boues, les lisiers et les fumiers.

Elles sont inadaptées aux matiéres contenant de la lignine comme le bois et la paille.

a. Ladigestion anaérobie -

Elle est également appelée fermentation méthanique, méthanisation ou encore bio-
méthanisation, permet la conversion directe de la biomasse en gaz, appelé biogaz, grace a
des bactéries dans un environnement dépourvu d’air. Le reste de la biomasse non

convertie en biogaz est appelé le digestat. Il s’agit d’un effluent liquide trés utile comme



fertilisant. Le biogaz et un mélange de méthane (CHa) et de dioxyde de carbone (CO2) — a
peu pres deux tiers de CHs et un tiers de CO2 — avec des traces d’autres gaz. Sa
composition varie suivant la source fermentée mais plus la proportion de méthane est
importante, plus le gaz est « riche ». Il est directement exploitable dans une turbine ou un
moteur et peut étre aussi exploité aprés épuration comme fuel gazeux. Il peut également

étre injecte dans le réseau de gaz naturel [13].

b. La fermentation alcoolique

Elle entraine la formation d’éthanol a partir des sucres fermentescibles de la biomasse.
Ceux-ci sont obtenus par hydrolyse de biomasse tels que les betteraves, les céréales ou
encore la canne a sucre. Ainsi, des enzymes transforment 1’amidon ou la cellulose en
glucose et des levures transforment ce dernier en éthanol. Ce processus entraine
également la formation de dioxyde de carbone et un dégagement de chaleur. L’éthanol, ou
bioéthanol, peut étre directement valorisé comme biocarburant aprés distillation et

épuration [13].

1.4.2. L’extraction des huiles

L’extraction mécanique d’huiles a partir de la biomasse de type « oléagineuse » ou «
aquatique » comme le colza, le tournesol, le soja ou encore les microalgues et les huiles
végeétales usagées — permet, apres estérification ou hydrotraitement, de fournir du biodiésel
ou du gazole synthétique. L’extraction mécanique produit aussi un résidu solide appelé «
cake » qui peut étre utilisé pour le fourrage animalier. Les huiles végétales peuvent
également étre utilisées pures comme carburants mais cela nécessite des moteurs adaptés

qui n’existent pas sur le marché automobile actuel [15].

2. PRESENTATION DE MARC DE RAISIN

La vigne est I'une des plus importantes cultures de fruits, avec plus de 60 millions de
tonnes produites chaque année. Le marc de raisin est le principal sous-produit de la
vinification, qui peut étre riche en composés d’intérét. Il est constitu¢ du résidu solide
restant apres 1’étape de pressurage du vin blanc ou du vin rouge [18,19]. Les marcs de
raisin constituent environ 20% du poids des raisins utilisés pour la vinification [5].Depuis

le 1 janvier 2016, toute entreprise qui produit plus de 10 tonnes par an de déchets est



obligée de les recycler. Aussi, ¢a concerne les entreprises, les collectivités que les
exploitations agricoles. On estime qu’environ 13 millions de tonnes de marc de raisin sont

produites a 1I’échelle mondiale chaque année [20].

Ce qui génere presque de 9 millions de tonne par an [21, 22] d'ou la nécessité de

découvrir des méthodes de valorisation des déchets du vin.

Ces déchets comprennent les pépins, les tiges, les lies et les peaux de raisin. Tous sont
chargés en nutriments. Bien il s’agit de minéraux et de mati¢res organiques qui sont

utilisés par des organismes vivants.

2.1. Les voies de valorisation des sous-produits vinicoles (Marc de raisin)

La viticulture et I’cenologie sont donc dans I’air du temps par la valorisation des « restes »
permettant la diminution de la pollution par des déchets [18].
Les différentes valorisations possibles des « déchets » de 1’cenologie pouvant étre réalisé

sont :

2.1.1. Le compostage

Les composts sont des amendements organiques de couleur brune, livrés en vrac, plus ou
moins decomposés selon leur état de maturation et leur affinage éventuel par criblage. Le
compostage représente une des solutions possibles pouvant étre adoptée pour valoriser le
marc de raisins. Il permet en outre I'obtention d'un résidu riche en matieres organiques
humifiables, en microorganismes et en sels minéraux, utilisable en agriculture comme
amendement organique. Si le marc de raisins peut étre utilisé brut comme amendement
organique dans les sols de vignoble, divers travaux ont montré l'intérét de la pratique du
compostage préalable dans le cas ou les apports doivent étre faits a un sol de faible
activité biologique (cas de la majeure partie des sols viticoles) [23].

Le compostage du marc de raisins a été maintes fois étudié aussi bien dans les aspects
physico-chimiques, microbiologiques que technologiques [24,25]. Il constitue une
solution locale de valorisation des concentrés de vinasses de lies (potassique, a forte

charge organique).



2.1.2. Laproduction de biodiesel

La production de biodiesel est également possible a partir des marcs de raisin. Apres
séparation mécanique, les graines (pépins) sont pressees pour donner des huiles insaturées

qui peuvent étre brilées directement dans des moteurs a combustion interne.

2.1.3. Production de I'éthanol

Les marcs sont utilisés comme une source d’éthanol économiquement intéressante.

2.1.4. Extraction des huiles végétales et composés a valeur biologique

2.1.4.1. Huiles végétales de pépin de raisin

Les pépins de raisin, ces graines qui n’ont plus d’utilité aprés pressurage dans le procés de
vinification, vont pouvoir intéresser d’autres filicres. Bien sir la filiere agroalimentaire
qui les transformera en huile de pépin de raisin, mais pas seulement, les pépins de raisin
peuvent également servir a ’extraction de tanins, qui vont &tre utilisé toujours dans

différentes industries [1].

2.1.4.2. Poudre d'anthocyanes

En effet le marc de raisin peut également étre utilisé pour produire des poudres
d’anthocyanes. Les anthocyanes sont des molécules colorées rouge-violet, que seront
extraites des marcs par des techniques chimiques assez complexes. Elles seront utilisées
soit comme colorant dans les cosmétiques ou I’industrie alimentaire, soit comme

molécule d’intérét pour la santé dans les « neutraceutiques » qui sont les alicaments.

2.1.4.3. Composés phénoligues

Les voies de valorisation actuelles des marcs (alimentation animale et fertilisant) ne sont
pas satisfaisantes et posent des probléemes économiques et environnementaux aient réduit
leur utilisation. De nos jours, une grande importance a été accordée a la valorisation des
composés phénoliques du marc du raisin. En fait, les marcs du raisin sont riches en
composés phénoliques dotés d’un fort pouvoir antioxydant, les composés constitués
principalement des flavonoides et des non flavonoides [26]. D’ou I’intérét de valoriser
ces marcs, tout en optimisant 1’extraction de ces composés phénoliques [27] présentant

une capacité de réduire le risque des cancers et maladies cardio-vasculaires [28, 29].



Les composés qui peuvent étre récupérés a partir des marcs de raisin et leurs utilisations
sont présentés dans les figures suivantes (figure 1.1 et 1.2) [30].

Marc de raism
AhnmtspommmnIQ e ‘
Marc st ¢ Pépins de raisin
Extraits de marc |

Anthocyanines Tanins |, Extraction de colorants || Encre permanente
Colorants

Bioénergie |4 Inciération | Digestion . Gaz
anaérobi biologique |
Compost |
\
Milieu de fermentation
(levure, champignon, bactérie)
Direct (fermentation en milieu solide)
ou aprés ['extraction aqueuse
Ackde ctiue, Carobbookds, F*Ak“‘ .
Xanthane, Enzymes, * *
Cellulose bactérienne. etc Boissons | | Biocarburant
alcooliques

Figure 1.1. Produits provenant du marc de raisin
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Figure 1.2. Produits provenant de Péepins de raisin
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3. PRESENTATION DES POLYPHENOLS
Les composes phénoliques ou polyphénols sont des substances chimiques possedent dans

leurs structures un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements hydroxyles

OH [21], voir la (Figure 1.3) [31].

OH

Figure 1.3: Schema du noyau phénol

Ce sont des molécules spécifiques du regne végétal et qui appartiennent a leur métabolisme
secondaire [15,16]. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits.
Leurs fonctions ne sont pas strictement indispensables a la vie du végétal. Cependant ces
substances jouent un role majeur dans les interactions de la plante avec son environnement,

contribuant ainsi a la survie de 1’organisme [17].

Au niveau végétal, les composes phénoliques sont un moyen de défense contre le
rayonnement U.V, les agressions par les pathogénes et ils contribuent a la pigmentation des
plantes [18 ,19].

3.1. Structure et classification des composes phénoliques

Plusieurs milliers de composés phénoliques ont été caractérisés jusqu’a aujourd’hui chez
les végétaux. Il est par ailleurs toujours difficile d’utiliser une nomenclature simple et

homogeéne pour désigner les différents composés phénoliques [22].

Actuellement dans la botanique, on est parvenu a identifier et a isoler plus de 8000
composés phénoliques, ceux-ci sont répartis en différentes classes qui elles- mémes
peuvent étre divisées en deux classes suivant la structure chimique du composé : les
composés non flavonoides et les composés flavonoides [32, 33]. Ces composés peuvent

étre groupes dans le tableau suivant [34 ,35] :
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Tableau 1.1. : Principales classes de composés phénoliques

Squelette carboné | Classe Exemple Origine
(exemples)
Cs Phénols simples Catéchol Nombreuse
especes
Ce-Cs Acides p- hydroxybenzoique | Epices, fraise
hydroxybenzoique
Acides Acide caféique | Pomme de terre,
C6-Cs hydroxycinnamique | Scopolétine pomme, citrus
coumarines
Ce-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C2-Cs Stilbénes Resvératrol Vigne
Flavonoides Quercétine, cyanidine | Fruits,  légumes,
Ce-C3-Cs Isoflavonoides Daidzeine fleurs, soja, pois
(Ce-Ca): Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-C3-Co)n Tanins condensés Proanthocyanidines Raisin, Kaki

Les acides phénoliques, les flavonoides et les tannins sont considérés comme les

principaux composés phénoliques [36, 37].

Les composés non flavonoides sont représentés par les acides phénoliques, qui

comprennent les acides benzoiques (acide gallique) [38].

Les composés flavonoides sont constitués d’un noyau phénolique porteur d’une chaine

latérale insaturée en C3 (acide caféique) [39].

3.2. Les composés phénoliques des marcs de raisin et leurs répartitions

3.2.1. Principaux polyphénols dans le marc de raisin

Les composes phénoliques présents dans le marc de raisin appartiennent a différents
groupes : les dérivés phénoliques simples, les flavonoides et les structures phénoliques plus

complexes condensées.
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3.2.1.1. Les stilbénes

Ce sont les plus classiquement présents dans le marc de raisin [23]. lls sont situés dans les
pellicules des raisins et qui comportent une fonction de protection aux stress biotiques tels
que les maladies fongiques, et aux stresses abiotiques tels que les rayons ultraviolets du
soleil [40 et 41].

Les stilbénes sont également détectés dans les pépins [20 et 26] et les rafles, [26, 27]
rapportent des teneurs dans des pépins de Pinot, Chardonnay ou Gamay d’a peine 1mg /kg
de resveratrol et picéide dans des pépins de varietés muscats. Des
concentrations plus importantes (jusqu’a 7800 mg/kg [28] sont retrouvées dans les rafles.

Le tableau (1.2) présente les différents stilbénes retrouvés dans le marc de raisin [29]

Tableau 1.2: Exemples de stilbenes retrouvés dans les marcs de raisin.

Stilbénes Ry
Trans-Polydatine glucose
Trans-Resveratrol H

3.2.1.2. Les Composés flavonoides

Dans le marc de raisin, les plus représentés sont les anthocyanes, les flavanols et les

flavonols.

a. Les Flavonols

Dans les marcs de raisin, les principaux composés retrouvés sont le kaempférol et ses
hétérosides, la quercétine et ses hétérosides et quelques hétérosides de l’isorhamnétine
[42]. Dans les raisins, les flavonols tels que la myricétines, la quercétine 1’isorhamnétine et

le kaempférols ont la plupart du temps présents sous forme d’O- glycosides [43, 44].
Les différents flavonols retrouves dans le marc de raisin sont présenté dans

le tableau (1.3) [29]:
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Tableau 1.3: Exemples de flavonols retrouvés dans les marcs de raisin.

Flavonols R, R; R;
Kaempférol OH H H
Kaempférol 3-0-glucoside OH H glucose
Quercétine OH OH H
Quercétine 3-o0-glucoside OH OH glucose
Quercétine 3-0-galactoside OH OH galactose
Quercétine 3-o-thamnoside OH OH rhamnose

Les monomeéres sont essentiellement la catéchine, 1’épicatéchine gallate et 1’épicatéchine.
Ce sont les précurseurs des tanins condensés et on les retrouve en quantité voisine de 200

mg/L dans les pépins mais ces valeurs varient grandement d’un cépage a 1’autre.

b. Les anthocyanes

La couleur des raisins est due a 1’accumulation des anthocyanes qui sont localisées
uniquement dans les vacuoles des cellules de I’épiderme des baies sauf pour les cépages
teinturiers ou elles sont également présentes dans la pulpe [45, 46]. Les
anthocyanes sont les pigments rouges des raisins.

Les principaux anthocyanes présents, aussi bien dans le raisin que dans les marcs de raisin,
sont des dérives glucosylés de cyanidine, de péonidine, de pétunidine, de delphinidine et de
malvidine. La teneur globale (de 500 mg/kg jusqu’a 3 g/kg) et les proportions de chaque
anthocyane sont des caractéristiques variétales [47].

Le tableau (1.4) présente les anthocyanes retrouve dans le marc de raisin [29]

Tableau 1.4: Exemples d’anthocyanes dans les marcs de raisin.

Anthocyanes R1 R2 R3 R4

Cyanidine 3-0-glucoside OH OH H glucose

Delphinidin 3-e-glucoside OH OH OH glucose

Malvidin 3-o-glucoside OCH: OH  OCH; glucose

Malvidin 3-o-acetylglucoside OCHs OH  OCH; acetyl-glucose
Malvidin 3-0-p-coumaroylglucoside OCH; OH  OCH; p-coumaroyl-glucose
Peonidin 3-o-glucoside OCH:; OH H glucose

Petunidin 3-o-glucoside OCH; OH OH glucose
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3.3. Répartition cellulaire des composés phénoliques

A 1’échelle cellulaire, la répartition des composés phénoliques est trés caractéristique. Les
polyphénols peuvent se retrouver liés aux polysaccharides de la paroi cellulaire, stockés
dans les vacuoles cellulaires ou egalement associés au noyau cellulaire [48].

La figure (2.4) donne une section d’une pellicule de baie de raisin a la maturation. [49]

Figure 1.4: Section d’une pellicule de baie de raisin a maturité (amidon et gouttelette
de lipide présents dans les plasmides (p), dépdts de polyphénols dans les vacuoles (V)
sous forme de gouttelettes réflectives (pp)).

Certains flavonoides (quercétine, kaempférol) pourraient étre présents au niveau du noyau
et de la membrane plasmique [50] mais toujours en tres faible concentration. La présence
de ces associations pose de nouvelles questions comme par exemple la capacité des
polyphénols a protéger ’ADN contre les stress oxydatifs via leurs activités antioxydantes

[51].

3.4. Domaines d'applications des polyphénols

Les principaux domaines d'application des polyphénols sont la santé, et I'agroalimentaire

plus le domaine cosmétique.

3.4.1. Domaine de la santé

La tendance actuelle vise a valoriser de plus en plus les ingrédients naturels a travers leurs
effets bénéfiques pour la santé. De nombreuses études épidémiologiques ont montré 1’effet
protecteur des polyphénols dans les fruits et Iégumes contre les maladies dégénératives en

raison de leur activité antioxydante. Ainsi, des études ont montré que les composes
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phénoliques présentaient des activités antivirales, anti-inflammatoires, antitumorales et
avaient un réle bénefique dans la prévention des cancers et des maladies cardiovasculaires
[51-56].

Les polyphénols sont aussi utilisés dans le domaine de 1’ophtalmologie. Par exemple, les
anthocyanes interviennent pour améliorer la vision nocturne, lors de cas de myopie

évolutive et de rétinopathies [57].

3.4.2. Domaine de ’agroalimentaire

Les polyphénols contenus dans les aliments jouent un rbéle majeur sur les principales
propriétés organoleptiques des produits végétaux frais et transformés. lls interviennent
dans la perception de la saveur du produit alimentaire et tout particulierement sur les
sensations d’amertume et d’astringence. Il existe divers produits pour lesquels I’amertume
est a la fois caractéristique et recherchée : café, cacao, limonade, bicre... [58]. Certains
polyphénols possedent également une saveur sucrée comme la néo hespéridine qui peut

étre utilisée en tant qu’édulcorant [59].

Les polyphénols tels que les anthocyanes sont utilisés comme des colorants dans les
aliments. Les principales utilisations sont les boissons, la confiserie, les préparations de
fruits et les produits laitiers. Les anthocyanes les plus utilisées sont extraites de raisin,

d’hibiscus, de sureau et de chou rouge.

Dans la perspective d’augmenter la durée de vie des aliments, des composés phénoliques a
propriétés antioxydantes sont rajoutées dans la formulation des produits. Ces antioxydants

jouant le role de conservateurs [60].

Ainsi, les marcs de raisin renferment des quantités non négligeables de polyphénols. Leurs
propriétés intéressantes dont leur puissant pouvoir antioxydant justifient les hombreux
travaux mis en ceuvre pour extraire ces molécules. D’autre part, la connaissance de la
localisation des polyphénols au sein du marc permet de mieux déterminer le type
d’extraction approprié. Les polyphénols étant concentrés en grande partie dans la pellicule

et les pépins des raisins, plus précisément au niveau des parois et membrane cellulaire [61].
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Le travail a été réalisé au niveau de Centre de Recherche et Techniques en analyses
Physico-chimique (CRAPC) Bou-Ismail Tipaza.

1. MATERIELS ET PRODUITS

Pour la réalisation de ce travail on a utilisé le matériel et les produits suivants :
1.1.Matériels

Soxhlet, Etuve, Chromatographie liquide a haute performance (HPLC), Spectrophotomeétre
UV-Visible, Rota vaporisateur, agitateur, balance électronique, Fiole jaugées de 10ml,
100ml, Becher de 25 ml, 50 ml, 100 ml et 1000 ml, Pissette de L’eau pure.

1.2.Réactifs

Ethanol, Méthanol, Ether de pétrole, DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl), Folin

Ciocalteu, Carbonate de sodium, Acide gallique, Eau ultra pure.

2. MATERIEL VEGETAL

Le matériel végétal dans cette étude est le Marc de raisin rouge de la variété « Merlot »,
récupéré de ’'unité de production et de commercialisation du vin située a Amer EI-Ain la

Wilaya de Tipaza en septembre 2017.

3. PREPARATION DE L’ECHANTILLON

3.1.Séchage

Le séchage consiste a éliminer la teneur en humidité dans le marc de raisin afin d’avoir un
meilleur transfert de matiére lors du processus d’extraction, et éviter le développement des
moisissures [62]. Il a éte effectué par étalement de la matiere premiere en une couche
mince de 1 a 2 cm a I’air libre a température ambiante, pendant 03 semaines, apres dans

I’étuve a 60°C pendant 48h.

3.2.Triage

Les pellicules et les pépins ont été séparés manuellement a partir du marc de raisin rouge

séché.
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3.3.Broyage

Le broyage est utilisé comme traitement de référence permettant d’avoir un meilleur
transfert de matiére et d’augmenter la surface de contact entre le marc de raisin (pellicule et

pepin) et le solvant ce qui nous facilite I’extraction des polyphénols.

Le premier broyage des pellicules et de pépins seches a été effectué a 1’aide d’un broyeur
ménager, pour diminuer davantage la taille des particules, puis un deuxiéme, ces dernieres
ont ét¢ finement broyées a I’aide d’un broyeur électrique industriel, et le broyat obtenu a
été conservé dans des sacs hermétiques a température ambiante, dans un endroit sec et a

I’abri de la lumiére et ’humidité jusqu’a son utilisation.

Figure 2.2 : Les pépins de raisin apres broyage (Photo originale 2018)
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4. EXTRACTION DES POLYPHENOLS PAR SOLVANT

Dans notre étude ’extraction des polyphénols a partir de la poudre de la pellicule et du

pépin a été réalisée par 1’appareil Soxhlet.

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a 1’épuisement complet du

soluté dans la matiere premiere [63].

Cette technique est utilisée pour la molécule peu ou pas volatile et stable.
Il est composé d'un corps en verre, dans lequel est placée une cartouche en papier filtre,

d'un tube siphon et d'un tube de distillation.
Dans le montage (figure 2.3) [64] :

- I'extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant d'extraction.

- Le ballon est chauffé afin de pouvaoir faire bouillir son contenu.

- La cartouche contenant le solide a extraire est insérée dans l'extracteur, au-dessus
duquel est placé un réfrigérant servant a liquéefier les vapeurs du solvant.

- Le ballon étant chauffé, le liquide est amené a 1’ébullition, les vapeurs du solvant
passent par le tube de distillation et rentrent dans le réfrigérant pour étre liquéfiées.

- Ensuite, le condensat retombe dans le corps de I'extracteur sur la cartouche, faisant
ainsi macérer le solide dans le solvant. Le solvant condensé s'accumule dans
I'extracteur jusqu'au niveau du sommet du tube-siphon, suivi par le retour dans le
ballon du liquide de I’extracteur accompagné de substances extraites. Ainsi le
solvant dans le ballon s'enrichit progressivement en composants solubles.

- L’extraction continue jusqu’a 1’épuisement de la matiere solide chargée dans la

cartouche.
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Figure 2.3 : Montage de Soxhlet

En raison de la richesse de pépin de raisin en matiere graisse une premiere étape, la

délipidation a été effectué afin d’éliminer les lipides.

4.1.La délipidation

Cette étape est réalisée en utilisant 1’éther de pétrole comme solvant pour extraire la
fraction lipidique a partir de la poudre de pépin de raisin et cela a I’aide d’un Soxhlet. Nous

avons utilisé un rapport de 1/10 (p/v). (Figure 2.4)
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Figure 2.4 : Appareil Soxhlet au cours de délipidation (Photo originale 2018)

Figure 2.5 : Appareil Soxhlet au cours d’extraction des polyphénols, a gauche début
d’extraction et a droite fin de ’extraction (Photo originale 2018)
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4.2 .Extraction des polyphénols

On récupeére les cartouches délipidées, on les place une autre fois dans le Soxhlet avec le

solvant éthanol pur.

On arréte 1’extraction, une fois on a un siphonage clair c’est a dire jusqu’a I’épuisement

de la matiére solide chargée dans la cartouche.

Pendant 1’étape d’extraction, certaines précautions ont ¢été prises afin de protéger les
polyphénols et d’autres biomolécules particulierement sensibles a toute dégradation
éventuelle, en particulier en les protégeant de la lumiére. De ce fait, chaque ballon

d’extraction a été entierement recouvert d’une feuille d’aluminium.

4.3.Concentration des extraits obtenus

Afin de concentrer les extraits obtenus, une ¢limination du solvant a 1’aide d’un rota vapeur
est effectuée aprés I’extraction (Figures 2.6 et 2.7). Dans cet appareil on réalise une

évaporation sous vide en utilisant une pompe a vide avec une vanne de controle.

Pendant I’évaporation le ballon est mis en rotation et plongé dans un bain liquide chauffé.
L’appareil est muni d'un réfrigérant avec un ballon-collecteur de condensat. La rotation du
ballon crée une surface d’échange plus grande et renouvelée permettant donc d’effectuer
une évaporation rapide. L’abaissement de la pression permet d’évaporer le solvant a
température réduite dans le cas des solvants organiques (T= 40°C), évitant ainsi la
dégradation thermique éventuelle des composés. C’est une méthode d’évaporation simple,

utile, douce et rapide. [63]

Figure 2.6 : Appareil Rota-vapeur (Photo originale 2018)
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Figure 2.7 : Les extraits obtenus de pépin et de la peau de raisin apreés I’évaporation
du solvant par le rota vapeur (Photo originale 2018)

5. DETERMINATION DU RENDEMENT

Le rendement de ’extraction est calculé selon la formule suivante :

R% = 2" « 100
Méch

Ou:
Mextr: Masse de I’extrait apres évaporation d solvant en mg.

Méch : Masse de I’échantillon végétal en mg.

6. ANALYSES PHYTOCHIMIQUES DES EXTRAITS :

6.1.Dosage des phénols totaux

Les polyphénols totaux des extraits ont été determinés par la méthode de Follin-Ciocalteu.
Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu a
été décrit en 1965 par Singleton et Rossi [65]. Ce dosage est basé sur une réaction
d’oxydo-réduction. Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est

réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungungsténe et de
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molybdéne [66]. La coloration produite, dont I’absorption maximum a 765 nm, est

proportionnelle & la quantité de polyphénols présents dans les extraits obtenus.

6.1.1. Mode opératoire

Un volume de 0,1 ml de I’extrait dilué¢ est mélangé avec 1,6 ml eau distillée et 0,1 ml de
réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés 3 minute d’agitation au vortex, 0,2 ml de carbonate de
sodium a 20 % est additionné. Le mélange est ensuite, incubé a I’abri de la lumiére et a
température ambiante pendant 30 minutes. L’absorbance est lue a 765 nm contre un blanc a
I’aide d’un spectrophotométre (UV Visible) (Figure 2.8).

Une courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant I’acide gallique comme standard.

La concentration en composés phénoliques totaux est exprimée en mg équivalent de 1’acide
gallique par g (mg EAG/g) en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue avec 1’acide

gallique.
Le contenu phénolique total (CPTs) est calculé selon 1’équation suivante :
CPTs(mglg)=C xV/M

Ou C,V,M sont la concentration (ug/mL) de I’acide gallique établie a partir de la courbe

d’étalonnage, le volume de I’extrait (ml) et le poids de I’extrait(mg) respectivement.

Figure 2.8 : Spectrophotométre UV/Visible (Photo originale 2018)
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1.1.Chromatographie en phase liquide a haute performance HPLC

La chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC), est une
technique de séparation analytique basee sur I'hydrophobicité des molécules d'un composé
ou d’un mélange de composés. L’échantillon a analyser est pouss¢ par un éluant liquide
(appelée aussi phase mobile) dans une colonne remplie d'une phase stationnaire composée
de grains solides tres fins. Le débit d'éluant est assuré par une pompe a haute pression.
Dans la colonne, les divers composés de 1’échantillon sont séparés 1’un de 1’autre en raison
de leurs diverses affinités a 1’égard des deux phases stationnaire et mobile. A la sortie de la
colonne les composés sont détectés a 1’aide d’un détecteur (pouvant étre UV, IR etc.). Dans
nos études, des détecteurs UV basés sur la mesure de la longueur d’onde des composés ont

été utilisés.

Le schéma (figure 2.9) présente le principe général de la méthode [63].

Figure 2.9 : Schéma principal de la chromatographie en phase liquide a haute
performance

1-Réservoirs des solvants, 2 - Dégazeur, 3- Valve de gradient d'élution, 4 - Doseur de phase
mobile (ou éluant), 5 - Pompe & haute pression, 6 - Vanne d'injection en position "inject”, 6' -
Vanne d'injection en position "load", 7 - Boucle d’injection de I'échantillon, 8-Précolonne
(éventuelle), 9-Colonne analytique,10-Détecteur, 11 - Acquisition du signal, 12 -Décharge déchets
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1.1.1. Conditions opératoires de ’analyse par HPL.C

Le dosage par chromatographie liquide haute performance (HPLC) de marque YL-9100,
couplé d’un détecteur UV- Visible, composé d’une pompe, d’un injecteur a boucle
manuelle de capacité 20 pL et d’un dégazeur pour éliminer les bulles d’air dans la phase

mobile.

La séparation a été réalisée dans une colonne C18 (Agilent USA) est fixée a une
tempeérature de 25°C élué par un mélange binaire de solvant A : eau acidifiée a 1% d’acide

acetique, et solvant B : méthanol grade HPLC, en utilisant le mode gradient a débit est de :

1 ml/min, réglé a une longueur d’onde de 254nm .Les résultats obtenus ont été traités a
1’aide du logiciel YL-Clarity. La composition de la phase mobile en mode gradient est :

Temps (min) Solvant A Solvant B
0 95% 5%
55 5% 95%
60 95% 5%

Figure 2.10 : Equipement HPLC analytique (Photo originale 2018)
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Figure 2.11 : Filtration des extraits (pépin a droite et pellicule a gauche)
(Photo originale 2018)

7. EVALUATION DE I’ACTIVITE ANTIOXYDANTE
7.1.Mesure de pouvoir de piégeage du radical DPPH

Le DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre, il se caractérise par une
coloration violette en état oxydé et une coloration jaune en état réduit [67]. En présence de
composés antiradicalaire, le radical DPPH est réduit et change de couleur en virant au
jaune. Les absorbances mesurées a 515 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition

du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de 1’extrait.

7.1.1. Mode opératoire

Un volume de 500ul de I’extrait est mélangé avec 375ul d’éthanol et 125ul d’une solution
DPPH. Le mélange est incubé a température ambiante et 1’abri de la lumiére pendant 60
min. L’absorbance est mesurée a 517 nm. Le pourcentage d’activité antioxydant (AA%)

est calculé selon la formule suivante :

AA(%) = [(Abs blanc — Abs éch) / Abs blanc] x 100

Abs blanc : Absorbance du DPPH au temps zéro avant 1’addition de 1’échantillon.

Abs éch: Absorbance de 1’échantillon testé aprés incubation.
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Les deux figures suivantes représentent le virage de DPPH avec une gamme de
concentration des deux extraits (pépin et pellicule).

Figure 2.12 : L’activité antioxydante de I’extrait de la pellicule (Photo originale 2018)

Figure 2.13: L’activité antioxydante de I’extrait de pépins (Photo originale 2018)
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8. ANALYSE PAR INFRAROUGE ATR

La réflectance totale atténuée (ATR de l'anglais Attenuated Total Reflection),est une
technique en spectroscopie infrarouge [68], ou plus précisement spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR), permettant de déterminer les liaisons chimiques d’un
échantillon. Elle est basée sur le principe optique de la réflectance, phénoméne optique
bien connu. Cette méthode ne nécessite que trés peu de préparation de 1’échantillon, et

permet d'analyser aussi bien les liquides que les solides (figure 2.14).

W ., vers le detecteur
Faisteal incident Garilon |

Crystal avec un indice
, Qerefraction eleve

orovenant de
interferometre ou
du monochromateur

echantillon

oo

Figure 2.14. Principe de la réflectance totale atténuée

Le schéma montrant un faisceau incident infrarouge subissant une réflectance totale

atténuée multiple a travers un crystal avec une fine couche d’échantillon a sa surface.

En infrarouge, un faisceau de longueur d’onde compris entre 2,5 et 25um traverse un
échantillon. Selon la longueur d’onde et I’analyte, des transitions vibrationnelles peuvent
étre engendrées, ce qui a pour effet de faire vibrer les liens chimiques. Ceux-ci sont
caractérisés par leur bande d’absorption qui est propre a chaque liaison. Ainsi, I’intensité
du faisceau émis en fonction de la longueur d’onde permet d’obtenir un spectre de

I’analyse.

L’ATR se sert du phénomene de réflexion, lorsqu’un faisceau passe d’un milieu dense a un
milieu moins dense. La fraction du faisceau incident reflété augmente lorsque 1’angle
d’incidence devient plus grand. Au-dela d’un certain angle, la réflexion est compléte (ou

totale). Il a été démontré que durant la réflexion du faisceau, celui-ci pénétrait d’une courte


https://fr.wikipedia.org/wiki/Spectroscopie_infrarouge
https://fr.wikipedia.org/wiki/Spectroscopie_infrarouge_%C3%A0_transform%C3%A9e_de_Fourier
https://fr.wikipedia.org/wiki/Spectroscopie_infrarouge_%C3%A0_transform%C3%A9e_de_Fourier
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9flectance
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distance dans le milieu le moins dense. La profondeur de pénétration dépend des indices de
réfraction des deux milieux, de la longueur d’onde utilisée et de I’angle du faisceau
incident vis-a-vis I’interface. L’onde qui pénétre dans le milieu moins dense est appelé
I’onde évanescente. Ainsi, lors de la réflexion totale du faisceau incident d’un milieu dense
a moins dense, il y a perte d’intensité du signal, dii & ’onde évanescente qui pénétre dans
le milieu moins dense, alors la reflexion totale est atténuée. Le milieu dense utilisé en ATR
est un cristal d’indice de réfraction ¢levé, pouvant aller jusqu’a 4.01. Le milieu moins
dense est I’échantillon a analyser. Celui-ci est déposé sur le cristal. Ainsi, lors de la
pénétration du faisceau incident dans le cristal, celui-ci subit une réflexion totale atténuée a
I’interface entre le cristal et 1’échantillon, avant d’étre capté par le détecteur [69], La
technique permet d’analyser les solides et liquides. Les solides doivent bien épouser toute
la surface de contact du cristal. En ce qui concerne les poudres, comme dans le domaine de

la pharmacologie, il est possible de les analyser.

La déposition de I’analyte sur le cristal ne pose pas de probléme, mais c¢’est le contact qui
pourrait faire défaut et offrir de mauvais résultats. Les parametres idéaux pour un solide
seraient d’étre 1égérement flexibles pour bien uniformiser la surface de contact avec le
cristal. Pour les liquides, les solutions aqueuses, les liquides absorbants, les solutions
biologiques, pour ne citer que ceux-ci, sont des exemples de liquides qui pourraient étre

analysés.

Figure 2.15 : Equipement infrarouge (ATR) (photo originale 2018)
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1. RENDEMENTS D'EXTRACTION DES POLYPHENOLS DANS LA
PELLICULE ET LE PEPIN A PARTIR DU MARC DE RAISIN

Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité de substances naturelles extraites
par P’action extractive d’un solvant a la quantité de ces substances contenues dans la
matiére végétale.

D’aprés ces résultats, nous pouvons déduire que le rendement le plus élevé a été obtenu
pour I’extrait de pépin soit 64.85% par rapport a 59.09% pour la pellicule.

Le rendement d'extraction dépend de plusieurs parameétres tels que: le solvant, le pH, la
température, le temps d'extraction et la composition de I'échantillon [70].

Le résultat de calcul du rendement des deux extraits est illustré dans la figure ci- dessous
(Figure 3.1) :

R(%) 66 -
65 -
64 -
63 -
62 -
61 -
60 -
59
58 -

57 A

56

Pellicule

Figure 3.1: Histogramme représente le rendement d'extraction des composés
phénoliques a partir de la pellicule et pépin de marc de raisin.

2. TENEUR EN POLYPHENOLS DES EXTRAITS ETHANOLIQUES DE LA
PEAU DE LA BAIE DE RAISIN ET DE PEPIN

Le taux de polyphénols totaux dans nos extraits, a été calculé a partir d’une courbe
d’¢talonnage linéaire, ¢tablie avec des concentrations précises d’acide gallique
(20- 100mg/L), (Figure 3.2) comme standard de référence, dans les mémes conditions que
I’échantillon. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide

gallique par milligramme d’extrait (figure 3.3).
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Figure 3.2 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

114

112 -
110 -
108 -
MEA/g 106 -
104 |
102 |

100 A

98 -

pépin pellicule

Figure 3.3 : Histogramme repreésente le Taux des polyphénols dans les extraits
éthanoliques (la pellicule et pépin de marc de raisin).

Les résultats présentés dans la figure ci-dessus montrent que nos extraits (Pépin et
Pellicule) donnent des teneurs importantes en polyphénols la meilleure teneur est
enregistrée chez l'extrait de pépin (112.59 mg EAG/g de MS).
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En se référant a la littérature, les travaux, montrent que le marc de raisin extrait par
soxhlet contient une teneur en polyphénols totaux estimée a 102,99 mg EAG/gde MS
[71].

Le marc de raisin contient une teneur trés élevée en polyphénols en comparant par d’autre
type de fruits, cette teneur élevée peut étre expliquée par les oligoméres de
proanthocyanidin liée par des liaisons covalentes avec les polysaccharides de la paroi
cellulaire. Cette teneur varie d’une variété a I’autre, (voir le tableau 3.1) [72].

Tableau 3.1 : Teneurs en polyphénols des variétés de raisin.

Variété de raisin Teneur en polyphénols
(mg EAG/g de MS)
Cabernet Sauvignon 164,9
Syrah 160,0
Monastrell 136,9

Les composes phénoliques du raisin se trouvent essentiellement dans les graines et les peaux

avec environ 75% [73].

Cependant, il semble clair que la composition des marcs de raisin est fortement liée a la
variété de raisin et le proces industriel appliqués, Le marc de raisin représente une bonne
source des composes de valeur biologique pour plusieurs applications meédicales,
nutraceutiques et alimentaires [74, 75].

Les facteurs environnementaux tels que : la température, la géographie, la durée du jour et
les ¢léments nutritifs, influencent fortement sur la biosynthese et 1’accumulation des

métabolites secondaires de la plante [76].

3. RESULTATS DE L’ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE
AHAUTEPERFORMANCE

L’analyse  par HPLC des extraits éthanoliques nous a permis d’obtenir les

chromatogrammes suivants (figure 3.4 et 3.5).



19,2

14,7

39,7

m -« @ N2 N TR g
. ~

I ¢ q g8 g 238¢g

: ¢ Fneas

— Echantilion pepin - Channel 2

33

Figure 3.4 : Chromatogramme HPLC de I’extrait éthanolique obtenu de pépin de
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Baseé sur I'analyse HPLC, plusieurs types de composés organiques ont été identifiés dans
I’extrait du pépin (Figure. 3.4), cependant, un seul type de composés organiques a été
identifié dans I’extrait de la peau (Figure. 3.5).

Les aires des pics obtenus montrent que les quantités different. Les différences sont trés
nettes entre les deux chromatogrammes des deux échantillons.

Les composés pouvant identifiés dans le pépin étaient principalement l'acide ascorbique,
l'acide gallique, 1’acide vanilline, l'acide Trans-cinnamique et l'acide trans 2,4-
dimétoxycinnamique. Il y avait, cependant, de nombreux autres composés qui n‘ont pas été
identifiés.

Pour I’extrait de la peau le pic principal était situé a 39,6 minutes pour l'acide trans 2,4-
dimétoxycinnamique ; tandis que les autres composés ont été nettement plus faibles.

Le tableau suivant présente leurs temps de rétentions (Tr).

Tableau 3.2 : Composés phénoliques des extraits éthanoliques de notre étude.

N°de pic | Temps de rétention (Tr) min Composé phénolique
01 3,8 Acide ascorbique
02 6,8 Acide gallique
03 22,6 Acide vaniline
04 25,5 Acide Trans-cinnamique
05 39,7 Acide Trans 2,4-
dimétoxycinnamique

4 ACTIVITE ANTIOXYDANTE

L'activité antioxydante des deux extraits vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée par un
spectrophotometre en suivant la réduction de ce radical qui s'accompagne par son passage
de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm. Cette activité comparée avec
celle d’un antioxydant de référence le BHA.

La figure (3.6) représente les resultats obtenus pour ce dosage.
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Figure 3.6 : Activité antioxydante des extraits éthanolique (extrait de pépin et extrait
de la peau de raisin) et de BHA.

De plus D’activité antiradicalaire (capacité d'éliminer le DPPH) est évaluée par la
détermination de la concentration correspondante a 50% d'inhibition (CI150). La valeur de
CI50% la plus faible correspond a I'activité antiradicalaire la plus importante. Le tableau et
la figure ci-apres representent les valeurs de CI50% enregistrés dans nos extraits en
comparant de celle de BHA.

Tableau 3.3 : Activité 50% d’inhibition

Echantillon CI50 [mg/L]
Pépin 4,32+0,21

Peau 66,29+2,44

BHA 4,97+0
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Figure 3.7 : La concentration inhibitrice a 50% des extrais éthanoliques et de BHA

Les résultats montrent une activité remarquable d’inhibition du radical DPPH dans les
extraits, I'extrait obtenu a partir de pépin donne une activité inhibitrice plus importante.

Les différences dans I’activité antioxydante entre les extraits peuvent étres expliquées par
les teneurs en substances bioactives. En effet IC50 de pépin est trés faible (4,32+0,21
mg/L), elle présente une valeur proche de I'antioxydant de synthese BHA (4,97+0 mg/L) ce
qui nous indique que le pépin est riche en composés phénoliques qui ont des propriétés

antioxydants importantes.

A une faible concentration de ’ordre de 50 mg /ml, les composés phénoliques ont pu
inhiber I’activité du radical libre DPPH [77].
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Les spectres FT-IR des extraits des deux échantillons (pépin et pellicule) du marc de raisin

sont représentés sur les figures (3.8 et 3.9).
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Figure 3.8 : Spectre FT-IR de I’extrait de pépin
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Figure 3.10 : spectres infrarouges des deux extraits pépins et pellicule.
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La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est une technique puissante,
rapide, précise et non destructive. Ceci est une alternative aux analyses chimiques
conventionnelles particulierement intéressantes pour la surveillance en temps réel de divers
composants comme les polyphénols surtout pour le suivi de la maturité du raisin. Ainsi,
plusieurs études réalisées sur les raisins ont montré que les spectroscopies infrarouge (IR)
et associée a d’autres analyses (ex : I’HPLC) permettaient d’évaluer I’évolution des
principaux paramétres chimiques impliqués dans le traitement des raisins ainsi que les

composés pheénoliques [78,79,80].

Les mesures FT-IR peuvent fournir des informations tres importantes sur la composition

chimique des fractions du marc de raisin.

A l'aide de cette technique, les groupes fonctionnels inclus dans la composition de ces
fractions : la peau et pépin du marc de raisin ont été identifiés et plusieurs données ont été
obtenues voir le (tableau 3.4), comme référence pour identifier les composés

polyphénoliques [81].

Gréace au spectre FT-IR, il est possible d’identifier les groupes fonctionnels susceptibles de
prouver la présence de composés polyphénoliques dans les fractions :

Tableau 3.4: Les nombres d'ondes des pics identifiés dans les extraits peau et pépin

Peau de marc de Pépins de marc de Fonctions
raisin(cm?) raisin(cm™)
520 508 C-C
alkyl
742 742 C-H
Aromatique
1036 1036 C-O0
Oxygene
1279 1280 C-OH
Ester
1605 1605 c=C
Aromatique
1723 - C=0
Carbonyle
2926 - C-H
étirement
3291 3235 O-H
alcoolique
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Bien que les pics spectraux dans les fréquences IR soient généralement nets et bien résolus,
il y avait deux problémes principaux lorsque les composés phénoliques étudiés étaient
analysés par spectroscopie FT-IR. La premiere était que les composés phénoliques
consideérés (polyphénols, anthocyanes, tanins) sont chimiquement trés similaires et a donc
montré des caractéristiques d'absorption IR similaires. Le deuxieme probleme était que la
teneur en eau, en acides organiques et en sucres, qui sont les principaux composants du

raisin, varie pendant la maturation et qu’ils absorbent tous dans la méme région IR [82,83].

La figure (3.10) montre les spectres FT-IR des deux extraits (pépin et peau) sont similaire
aux spectres des polyphénols et de tanin :( BFP &BVP) (voir annexe). On peut observer
plusieurs pics des tanins condensés et hydrolysables. En effet, le pic a 1605 cm™ est
attribué aux mouvements vibratoires de C=C dans la composition aromatique des anneaux
[84]. Le pic a 1367 cm™ décri la présence de substitutions de cycle, ces substitutions
d’anneaux peuvent appartenir aux deux tanins (condensés et hydrolysables). Les pics de
818 cm-1 et les 766 cm™ décrivent a la fois le brassage d’alcools aromatiques et la flexion
hors plan aromatique CH. Ces observations sont cohérentes avec les résultats antérieurs
rapportés dans la littérature [85-87]. En effet les pics 1723cm™, 1605cm™,1518cm™,

1442 cm, 1444 cm™ | 1367 cm™, 1280cm™, 1035 cm™, 866 cm™, 818 cm'1, 766¢cm™ ont
été rapportés dans des études antérieures [88 -90]. Les pics a 1605 cm™ ,1518cm™ et
1442cm™ sont attribués aux mouvements vibratoires de C = C dans les anneaux
aromatiques [85]. De plus, les pics a 1444cm™ et 1367cm™ indiquent la présence de
proanthocyanidines et en particulier la gallocatéchine , tandis que le pic de 1517 cm™®
montrent la présence de tanins condenses, comme indiqué dans les travaux [86,87],

[91et 93].



41

CONCLUSION

Une ¢étude comparative d’extraction des composés phénoliques du marc de raisin a partir
de la pellicule et de pépin, et leur valorisation a travers leur activité antioxydante a été
réalisée. La comparaison porte sur le rendement d’extraction des métabolites visés,

I’analyse chromatographique et I’efficacité antioxydante des extraits obtenus.

L’analyse phytochimique des extraits du marc de raisin obtenu par une technique
d’extraction conventionnelle « Soxhlet » a permis de mettre en évidence une teneur

considérable en polyphénols par rapport a d’autres biomasses.

Les résultats de 1’étude comparative montrent que le rendement d’extraction des composes
phénoliques de pépin est le plus élevé par rapport a I’extrait du la pellicule, ces teneurs
sont respectivement : (64.85% et 59.09%).

L’analyse qualitative, par chromatographie en phase liquide a haute performance HPLC, a
permis de mettre en évidence de nombreux composés phéenoliques dans les deux extraits.
Dans le pepin on a principalement identifié : I'acide ascorbique, 1'acide gallique, 1’acide
vanilline, l'acide Trans-cinnamique et l'acide trans 2,4-dimétoxycinnamique par contre
dans la peau I’acide trans 2,4-dimétoxycinnamique, ce qui confirme la présence des

COMPOSES Visés.

Cette étude montre donc que 1’extrait de pépin obtenu par la méthode de Soxhlet est plus
riche en termes de rendement d’extraction des composés phénoliques et de pouvoir
antioxydant. Néanmoins, ce résultat, obtenu par cette méthode d’extraction et ces

conditions d'extraction, reste a confirmer pour les autres méthodes d’extraction.

L’activité antioxydante déterminée par le test d¢ DPPH, montre que les composés extraits
sont d’excellents antioxydants naturels. 1ls possédent des capacités de neutralisation de
DPPH puissantes et inhibent d’une maniére efficace 1’oxydation dont le pouvoir inhibiteur

de I’extrait de pépin est plus élevé que celui de I’extrait de la pellicule.
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Gréace au spectre FT-IR, il est possible d’identifier les groupes fonctionnels susceptibles de
prouver la présence de composés polyphénoliques. Dans notre cas on n’a pas pu obtenir
précisement les composes phénoliques présent dans les extraits .Les pics d'absorption d'eau
et d'éthanol provenant de I'étape d'extraction dominent le spectre et étant donné que les
composés phénoliques considérés (polyphénols, anthocyanes, tanins) sont chimiquement
tres similaires et a donc montré des caractéristiques d'absorption IR similaires

En perspective, il est souhaitable :

- D’étudier les autres méthodes d’extractions (Micro-onde, Ultrason...) ;

- Optimiser les paramétres d'extraction pour obtenir un meilleur rendement ;

- D’appliquer ces extraits aux produits alimentaires en substitution a des antioxydants

artificiels comme le BHT (butyle hydroxy toluéne) et le BHA (butyle hydroxy anisole) ;

-Utiliser les étalons pour pouvoir identifier les composés recherchés.
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