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Introduction générale

Un consensus s’est dégagé sur I'intérét que présentent les 1égumineuses ou légumes secs d’un
point de vue agronomique, nutritionnel, économique et territorial. Des recommandations
nutritionnelles incitent a leur consommation réguliere en alternance des produits animaux
(Bonnet, 2016). L’évolution vers des régimes alimentaires plus diversifiés et de plus grande
qualité nécessite d’urgence des actions de sensibilisation aux réles des légumineuses dans la
nutrition familiale. L’Organisation des Nations Unies a proclamé [’année 2016 année
internationale des légumineuses, et a ainsi donné une occasion exceptionnelle de déterminer les
contributions majeures apportées par cette famille de plantes et la maniére de les renforcer
(Sieglinde et al., 2018).

On entend par "légumes secs”, les 1égumineuses qui produisent une graine séche utilisée
pour I’alimentation humaine ou animale (FAO, 1994). Les légumes secs appartiennent a la
famille des Leguminosae, ou Fabaceae, troisieme famille de plantes a fleurs, dans laquelle on
trouve des especes dotées de caractéristiques uniques qui contribuent de maniére essentielle aux
moyens de subsistance, a la nutrition et aux systémes de production durables. Les légumineuses
sont essentielles a une production durable, du fait qu’elles contribuent a la productivité des sols
par des apports directs d’azote fixé biologiquement (Giller et Cadisch, 1995) par les bactéries
Rhizobium vivant en symbiose au niveau de leurs racines dans des organes appelés nodosités
(Dequiedt, 2012).

Les Iégumineuses alimentaires sont particulierement appréciées pour leurs produits riches
en nutriments, notamment la graine et, trés souvent, la partie végétale (feuilles et gousses)
(Dixon et Sumner, 2003). Les avantages nutritionnels des légumineuses ne s’arrétent pas a la
teneur élevée en protéines. Ces plantes contribuent ainsi de maniére cruciale a la nutrition
humaine, en offrant une source extrémement importante en vitamines du groupe B, de fer, de
zinc, de magnésium et de calcium (Messina, 1999). Les composés phytochimiques et les fibres
alimentaires figurent également parmi les avantages nutritionnels d’une alimentation riche en

I[égumineuses.

La teneur elevee en nutriments des légumineuses tient a leurs propriétés complexes et trés
particulieres au plan biochimique. Au cours de I’évolution, de nombreuses légumineuses ont
développé des ensembles uniques de composés biochimiques, qui sont autant de mécanismes de

défense face a la préférence manifestée par les insectes et d’autres animaux pour les tissus riches



Introduction générale

en nutriments et, dans certains cas, de mécanismes d’adaptation au stress dans des
environnements marginaux (Cullis et Kunert, 2016).

Il n’est donc pas surprenant de trouver dans les graines et autres produits alimentaires
issus des légumineuses a la fois des propriétés nutritionnelles et antinutritionnelles. Il s’agit
notamment d’inhibiteurs d’enzymes, de lectines, et de polyphénols et, dans certains cas, de
tanins (Odeny, 2007). De tels composés sont souvent associés a une moindre valeur
nutritionnelle des aliments, car ils entrainent une diminution de la digestibilité, ainsi que de la
biodisponibilité de certains minéraux. Un traitement des graines de légumineuses par des moyens
mécaniques ou biologiques (fermentation, par exemple) ou par la chaleur est souvent nécessaire
pour éliminer ces propriétés antinutritionnelles (Deshpande et al., 1982) et améliorer la

biodisponibilité de certains minéraux.

Des ¢études épidémiologiques suggerent qu’une diminution de I’incidence des maladies
cardiovasculaires est associée a une forte consommation de composés phénoliques (Hooper et
al., 2008) et qui ont été considérés avant comme étant des facteurs antinutritionnels. Leur activité
biologique a été attribuée a leurs capacités antioxydante et antiradicalaire. Du fait de leur faible
absorption et de leur forte métabolisation dans notre corps, leurs effets biologiques ont été
associés a leurs interactions avec un certain nombre de voies de signalisation cellulaires
(Vauzour, 2010). Cependant, ils peuvent aussi interagir au niveau du tractus digestif : d’une part
sur les enzymes digestives (Amiot et al., 2016) et d’autre part avec les fibres sur le microbiote
(Awika et al., 2018). Selon ces derniers, les polyphénols des Iégumineuses ont des structures
différentes de ceux des céréales, leur bio-activité est donc différente, complémentaire, voire

synergique, d’ou I’intérét de leur consommation simultanée, dans des plats composés.

Les Iégumineuses sont considérées comme une bonne source de polyphénols bien que les
teneurs en polyphénols totaux soient tres variables suivant les genres et les espéces (et également
selon les méthodes et les solvants d’extraction utilisés): d’environ 100 mg a 200 mg équivalent
acide gallique/100g de matiére seche dans le pois chiche, 250 mg dans le pois sec, de 400 a 700
mg dans les lentilles, et jusqu’a plus de 2000 mg dans le pois carré ou les féves (Singh et al.,
2017). Les composés dominants sont les flavonoides, les acides phénoliques et les procyanidines,
et également une quantité importante d’anthocyanidines ou tanins condensés dans les graines
ayant des enveloppes colorées (Amarowicz et Pegg, 2008). Une part importante des polyphénols
des légumineuses est concentrée dans 1’enveloppe extérieure de la graine, ce qui entraine une

perte importante lorsque la graine est décortiquee au cours du procédé de transformation.
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L’estimation de ’apport alimentaire en composés phénoliques reste difficile du fait de la
vaste diversit¢ des composés présents, a laquelle s’ajoutent les multiples possibilités de

conjugaison (Mazza, 1995).

De plus, la quantité et la qualité des polyphénols dans les légumes secs peuvent varier
sensiblement en fonction des différents facteurs. Une série de facteurs est liée a la plante et sa
culture et comprend le bagage genétique, les pratiques agricoles, la fertilité du sol, les conditions
climatiques, la présence de ravageurs et les méthodes de lutte contre ces derniers, le calendrier de
récolte et le degré de maturité a la récolte. Une autre série de facteurs prend sa source au moment
ou la plante quitte la ferme ou elle a été cultivéee, et est acheminée vers le consommateur. Les
facteurs liés a la conservation et a la préparation des aliments chez le consommateur ont
également une incidence sur la teneur de ces substances, une incidence parfois importante
(Charles et Benbrook, 2005).

Les légumes secs doivent subir la cuisson afin d’étre consommés. L’effet de la cuisson
sur la teneur et le profil en composés phénoliques ainsi que leurs capacités antioxydante et

antiradicalaire n’ont pas été largement étudiés (Barkat et Kadri, 2011).

Dans ce contexte, les principaux objectifs de ce travail consistent a évaluer la teneur en
polyphénols totaux, flavonoides totaux, tanins extractibles et en anthocyanines extraits a partir
de cinqg espéces de Iégumes secs : les haricots secs (Phaseolus vulgaris), les lentilles (Lens
culinaris), les petits pois (Pisum sativum), les féves (Vicia faba) et les pois chiches (Cicer
arietinum) crues, cuites a I’eau et les eaux récupérées de leur cuisson, déterminer leurs profils
phénoliques, évaluer le pouvoir antiradicalaire par la méthode de DPPH.(2,2—diphenyl-1-
picrylhydrazile et la méthode de I’ABTS.+ (acide 2,2’-azinobis-3 ethylbenzothiazoline-6-
sulfonique), ainsi que la capacité de moduler le systtme redox, en évaluant la réduction du
cuivre: test CUPRAC.

Le manuscrit est structuré comme suit: la premiére partie est une étude bibliographique,
évoquant des genéralités sur les légumes secs ou légumineuses alimentaires. Elle décrit aussi
quelques propriétés structurelles et biologiques des composés phénoliques, et les facteurs
influant leur composition et leur teneur. La deuxiéme partie décrit 1’échantillonnage, le matériel
et les méthodes utilisés pour I’extraction et 1’évaluation des teneurs en composés phénoliques

ainsi que la détermination des profils phénoliques des extraits de légumes secs avant et apres
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cuisson et ceux des eaux récupérées de leur cuisson, ainsi que de 1I’évaluation de leurs activités
antiradicalaire (DPPH et ABTS) et antioxydante (CUPRAC). La troisieme partie de ce travail

expose les résultats obtenus et leur discussion, suivis d’une conclusion générale avec des

perspectives.
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1. Légumineuses alimentaires
1.1.Concept de légumineuses alimentaires ou légumes secs

Les légumineuses furent parmi les premieres cultures vivriéres réalisées par 1’homme.
Leurs histoires, en tant que plantes cultivées, remonte au Néolithique, lorsque ’homme passa de
la chasse et de la cueillette a la production de ces aliments en adoptant un mode de vie basé sur
la communauté villageoise de cultivateurs, qui le conduit a son tour, étape par étape, a la

civilisation urbaine (Aykroyd et Doughty, 1982).

Les migrations des populations, les guerres, et les échanges commerciaux permirent a
certaines espéces (arachide, soja, pois, féve) de s’étendre a de nombreuses régions du globe,
cependant, leslégumineuses a graines ont connu une trés forte régression notamment du fait de
leur concurrence avec les céréales, mis a part les oléo protéagineux (soja, arachide) (Neyra,
1992).

La famille botanique des légumineuses a graines est connue sous le nom Fabaceae,
également dénommée Léguminosae (Jezierny et al., 2010). C’est la famille la plus importante
des dicotylédones. Elle regroupe 22000 especes qui sont caractérisées par des fleurs a cing
pétales et un ovaire supérieur qui forme une gousse remplie de grains riches en protéines (Cronk
et al., 2006).

En termes de surface et de quantité produite, les légumineuses constituent la seconde
famille de plantes cultivées aprées les céréales (Gepts et al., 2005). Parmi les représentants de
cette famille, on distingue : les protéagineux a grains (pois, haricot, feve, pois chiche et lentille),
les protéagineux fourragers (luzerne et tréfle), et les oléo protéagineux (soja et arachide)
(Cazaux, 2009).

Les légumes secs, qui sont les grains secs de légumineuses protéagineuses, se distinguant
des graines de légumineuses oléagineuses par leur faible teneur en matiére grasse (FAO et OMS,
2007). En Algérie, les especes de Iégumineuses alimentaires les plus cultivées sont: les lentilles
(Lens culinaris L.), les pois chiches (Cicer arietinum L.), les pois (Pisum sativum L.), les feves
(Vicia faba L.) et les haricots (Phaseolus vulgaris L.) (M.A, 1998).

1.2. Place des légumes secs dans I’alimentation humaine

Les légumes secs ont été appelés « la viande du pauvre », appellation qui a son intérét et
son importance a divers titres, historiques et d’autres. En premier lieu, elle implique I’idée de
succédané de la viande, le fait que les legumineuses étaient précieuses, a ce titre était percu avant

que leur teneur élevée en protéines ait été mise en évidence par analyse chimique. En seconde
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lieu, I’expression fait mention de la pauvreté, il existe au niveau social national une relation
inverse entre la consommation des graines de légumincuses et celle des produits d’origine
animale, y compris la viande, en effet les pays pauvres consomment plus de graines de
légumineuses et moins de produits d’origines animales que les pays riches. Enfin 1’appellation
«viande du pauvre » est déplorable, car elle implique aussi 1’idée d’aliment de «deuxiéme

classe» (Aykroyd et Doughty, 1982).

Donc, les légumes secs constituent une part importante de I’alimentation humaine,
particulierement dans les pays en développement ou ils sont la principale source de protéines, de
glucides, de fibres et de fournir de nombreuses vitamines et minéraux. Citons le haricot en
Amérique Latine, le pois chiche, la lentille et la feve dans le bassin méditerranéen et le petit pois
dans le monde entier (Lezek- Ben-Friha, 2008). En plus, ces légumes secs, sont utilisées pour

’alimentation animale (Vidal-Valverde et al., 2002).

Leurs propriétés hautement nutritives ont été associés a de nombreux bénéfiques pour la
santé. Des propriétés telles que la gestion des taux de cholestérol élevés et diabéte de type 2 et
dans la prévention des différentes formes du cancer. Cependant les légumineuses contiennent de
nombreuses protéines anti-nutritionnelles, comme les lectines et la protéase inhibitrices. Divers
effets déléteres peuvent s’en produire suite a l'ingestion de graines de légumineuses ou de
farines, par exemple I'némagglutination, des ballonnements, des vomissements, en raison de

I'activité des composés antinutritionnels a I'intérieur de I'hote (Roy et al., 2010).

Les légumes secs représentent une part importante, a la fois quantitativement et
qualitativement, de notre alimentation. 300 a 400 g par jour de légumes secs sont recommandés.
IIs sont le deuxiéme pourvoyeur de calcium de I’alimentation solide apres les produits laitiers. 1ls
peuvent apporter de 10 a 30% des besoins quotidiens. Les fibres ont des effets connus sur le
transit intestinal. Deux mécanismes d’action entrent en ceuvre selon le type de fibres : les fibres
insolubles en absorbant 1’eau augmentent le poids des selles ce qui favorise le péristaltisme, et
les fibres solubles forment un gel a la surface de la paroi intestinale, favorisant la progression des

selles (Depezay, 2007).

Les antioxydants agissent sur notre santé en piégeant les radicaux libres en exces, et en
évitant ainsi une oxydation trop importante de nos cellules, autant dire le vieillissement. Les
couches des graines des légumes secs sont riches en antioxydants particulierement les

polyphénols qui pourraient remplacer les antioxydants de synthese (Moise et al., 2005).
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1.3. Composition biochimique et apport nutritionnel
Les légumineuses contiennent naturellement beaucoup de fibres, de protéines, pauvres en

matieres grasses et représentent une source importante de glucides (Tableau 01).

Tableau 01. Composition biochimique globale de quelques légumineuses (FAO, 2016)

Nom Energie Protéine (g) | Matiére Fibre (g) | Glucide
Commun Nom Scientifique | (kcal) Grasse (g) (@)
Feve séche Vicia faba 300 26,1 1,8 26,3 31,7
Niébé sec Vignaun guiculata 316 21,2 1,3 15,3 47,2
Lentille Lens culinaris 336 25,4 1,8 10,7 49,3
Haricot noir Phaseolus vulgaris 288 21,3 1,2 21,8 37
Haricot blanc | Phaseolus vulgaris 315 22,3 15 15,3 455
Pois chiche Cicer arietinum 340 21,2 54 12,4 455
Pois vert sec Pisum sativum 308 18,44 14 26 42,4

Les légumineuses comportent des fibres solubles et insolubles. Les fibres solubles sont
utiles pour faire baisser le taux de cholestérol sanguin et pour contréler le taux de sucre dans le
sang, et les fibres insolubles aident a la digestion et contribuent a la régularité du transit (FAO,
2016).

Elles ont des teneurs naturellement faibles en acides gras saturés, et parce qu’elles sont
des aliments végétaux, elles sont également exemptes de cholestérol (Rémond et Walrand,
2017).

Elles présentent un intérét sur le plan de la richesse en protéines et de 1’équilibre en
acides aminés essentiels. Elles ont un déficit relatif en méthionine, acide aminé soufré, qui en
donc le facteur limitant réduisant la valeur biologique et donc I’efficacité biologique des

I[égumineuses (Huignard et al., 2014).

Sur le plan nutritionnel, les légumes secs sont également une source intéressante de
vitamines du groupe B, y compris de vitamine B9, et des sels minéraux, magnésium, potassium
et cuivre (Schneider et Huyghe, 2015) (Tableau 02). Les vitamines et les sels minéraux sont des

excellents antioxydants qui ralentissent le vieillissement naturel (FAO, 2016).

Tableau 02. Vitamines et sels minéraux de quelques légumineuses (FAO, 2016)

Fe Mg (mg) P (mg) K (mg) Zn Cu Vit B9/
Nom commun | (mg) Magnésium | Phosphore | Potassium | (mg) | (mg) (mg/100g)
Fer Zinc | Cuivre | Folate
Feve, seche 6,1 191 506 1080 3,1 0,82 423
Niébé sec 7,3 187 387 1210 4,61 | 0,68 417
Lentille 7 103 391 855 3,9 0,74 295
Haricot noir 6,5 188 471 1416 2,9 0,83 444
Haricot blanc 5,49 175 407 1185 3,65 |0,834 364
Pois chiche 5,4 146 342 1116 3,2 0,67 557
Pois vert sec 3,5 116 295 1010 2,39 |- 138
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1.4. Production des légumes secs
1.4.1. Production mondiale

La Figure 01 résume la production des légumes secs par les dix premiers pays
producteurs au monde. Avec 20 millions de tonnes de production, 1’Inde est de loin le premier

producteur mondial de légumineuse selon le FAO (2016).
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Figure 01. Production mondiale de quelques légumineuses (FAO, 2016)

En 2018, la production était de 80 millions de tonnes portée par une forte demande en
Inde qui fait partie des principaux producteurs (22 millions de tonnes) suivi du Canada (8 Mt) et
de la Birmanie (6 Mt). Le haricot représenterait a lui seul pres de 33 % de la production
mondiale de légumineuses, suivi par le pois chiche (17 %) et le pois sec (16 %) (Cherif et al.,
2019).

1.4.2. Production nationale

La politique du Ministére de I’ Agriculture et du Développement Rural (MADR) vise a un
développement économique du pays et se fixe comme objectif, la sécurité alimentaire, il
concerne les productions végétales et le développement des Iégumes secs. La Figure 02 résume

la production nationale des légumes secs pour la période (2000-2014).
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Figure 02. Production nationale par type de Iégumineuse (FAOSTAT, 2016)

Selon Cherif (2019), la filiere légumineuse en Algérie a enregistré de grandes
performances en 2018, et ce, avec une importante production, principalement pour les pois
chiches et les lentilles. Pour la campagne 2017/2018, elle a atteint 1,3 millions de quintaux soit
une évolution de 63% par rapport a I’année 2017. Mais globalement, les besoins sont beaucoup

plus importants. Ils sont estimés a 2,8 millions de quintaux, d’ou le recours a I’importation.

1.5. Conditionnement et stockage des Iégumes secs

On entend par stockage, la phase du systeme post-récolte, durant laquelle les produits
sont conservés, de facon appropriée, afin de garantir la sécurité alimentaire des populations en
dehors des périodes de production agricole. Pour atteindre cet objectif, il faut évidemment
adopter des mesures visant a préserver, dans le temps, la qualité et la quantité des produits

stockés (De Lucia et Assennato, 1992).

Les graines des légumes secs peuvent étre stockées dans toutes sortes de conteneurs allant

des gourdes en terre, des paniers, des cabanes, jusqu’aux grands silos en métal ou en ciment

(Hayma, 2004).

Dans le stockage traditionnel, les graines sont conservées dans des greniers de forme
ronde ou carrée, généralement en terre plus ou moins additionnés de fibres végétales.
L’inconvénient majeur de cette méthode est la trés forte humidité et les eaux d’infiltration qui

favorisent le développement des moisissures et la fermentation bactérienne (Doumandji et al.,
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2003). Le stockage en sacs au magasin est la méthode la plus fréqguemment utilisée, car elle
exige un investissement plus faible que le stockage en vrac. Malheureusement, les sacs sont
déposés par terre et sont exposés aux rongeurs et aux insectes vecteurs des spores des
moisissures (Jard, 1995). Le stockage en vrac est encore peu répandu dans les pays en voie de
développement, alorsqu'il est généralisé dans les pays développés. Les grains en tas sont laissés a
1’air libre sous des hangars ouverts a charpente métallique. Malheureusement, les contaminations
sont possibles d’autant plus que dans ce type de construction, il demeure toujours des espéces
entre les murs et les toits et le libre passage des insectes est permis (Doumand;ji et al., 2003). Ce
sont des enceintes cylindriques en métal ou en magonnerie, couvertes sur les parois internes
d’une couched’aluminium pour éviter les phénomenes de condensation. Ces silos permettent de
stocker plusieurs types des légumes secs ou de céréales, ils sont multi produits. C’est une

méthode efficace qui diminue les dégats et limite I’attaque des ravageurs (Jard, 1995).

2. Composés phénoliques : métabolites d’intérét

A cOté des métabolites primaires classiques (glucides, protides et lipides), les végétaux
accumulent fréqguemment des métabolites dits « secondaires » dont la fonction physiologique
n’est pas toujours évidente mais qui représente une source importante de molécules utilisables

par ’homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou 1’agroalimentaire.

2.1. Classes des composeés phénoliques

Les composés phénoliques sont largement répandus dans le régne végétal étant trouvés
dans tous les fruits et les Iégumes. Ces composés sont présents dans toutes les parties des plantes
mais avec une repartition quantitative qui varie entre les différents tissus. Plus de 8000 structures
ont ¢t¢ identifices (Waksmundzka et Sherma, 2011). IlIs sont synthétisés par I’ensemble des
végétaux et ils participent aux réactions de défense face a différents stress biotiques (agents
pathogénes, blessures, symbiose) ou abiotiques (lumiere, rayonnements UV, faible température,
carences) et contribuent a la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux (couleur,
astringence, aréme, amertume) (Visioli et al., 2000).

Les composés phénoliques sont constitués d’un noyau aromatique comportant une ou
plusieurs fonctions hydroxyles, ainsi que des groupes fonctionnels (ester, méthyl ester,
glycoside, etc.). Il existe quatre grandes classes: les acides phénoliques, les flavonoides, les

stilbénes et les lignanes (Leitao, 2011).

10



Partie 1. Synthese bibliographique

La structure des composés phénoliques va du simple noyau aromatique de faible poids
moléculaire jusqu’aux tanins complexes de trés haut poids moléculaire et ils peuvent étre classés
par le nombre et I’arrangement des atomes de carbone le composant, en fonction de la nature de
leur squelette carbonée et en fonction de la longueur de la chaine aliphatique liée au noyau
benzénique. Les composés phénoliques sont capables de se conjuguer & des oses ou des acides
organiques: de ce fait, on peut les retrouver trés souvent présents sous ces formes (Chira et al.
2008).

2.1.1. Flavonoides

Le terme flavonoides désigne une trés large gamme de dérivés naturels de benzo-ypyrane
appartenant a la famille des polyphénols et trés répondu dans les cellules photosynthétiques
(Skergert et al., 2005). Cette dénomination vient du mot latin flavus: jaune incluant les différents
groupes (Figure 03) dont les flavones, les flavonones, les isoflavones, les flavonols, les
catéchines et les pigments roses, rouges, pourpres et bleus nommés anthocyanines (Alsalvar et
al., 2005).
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Figure 03. Structure chimique des principales familles des flavonoides (Erdman et al., 2007).
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Ces substances se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme de glycosides. Le
squelette de base a quinze atomes de carbone, est constitué de deux unités aromatiques (A et B),
reliées par une chaine de trois atomes de carbone (Figure 04). Environ 9000 structures ont été
identifiées (Martens et Mithofer, 2005). Les composés de chaque sous classe se distinguent par
le nombre, la position et la nature des substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et

autres) sur les deux cycles A et B et la chaine intermédiaire (Pietta, 2000).

Figure 04. Structure de base des flavonoides (Chira et al., 2008)

En bleu ciel, pont 3 carbones; en bleu médian, partie provenant de la voie de [’acide shikimique;

en bleu foncé, partie provenant de la voie de «I’acétatey.

2.1.1.1. Flavanols

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par I’absence du
groupe carbonyle en C4 (Figure 05). Elles sont souvent a 1’origine des polymeres flavoniques
appelés proanthocyanidols, ou tannins condensés. Les flavan-3-ols sont largement répandus dans
les fruits et 1égumes, mais la source la plus riche de flavanols au sein de 1’alimentation humaine
est certainement le thé. Ce dernier contient principalement de la (—)-épicatéchine, de la (—)-

épigallocatéchin-3-O-gallate et de la (—)-épigallocatéchine (Del Rio, 2010).

OH OH
OH OH
HO ] e
-."".”OH
OH
(+)-catéchine (-)-épicatéchine

Figure 05. Exemples de structure chimique des flavan-3-ols (Fraga, 2009)
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2.1.1.2. Flavonols, flavones et flavanones

Les flavonols sont caractérisés par la présence d’une double liaison en position 2-3 et
d’un groupement hydroxyle en C3. Ce sont les flavonoides les plus répandus dans le régne
végétal, leur couleur varie du blanc au jaune, elles sont essentiellement représentés par la
quercétine, le kaempférol et la myricétine. Les flavonols qui s'accumulent dans les tissus
vegétaux sont presque toujours sous la forme conjugués glycosylés (Fraga, 2009). Les flavonols
(hydroxy-3flavone) sont les plus largement rependus. Ils sont incolores et caractérisés par la
présence d’un groupement carbonyle en position 4 et d'un groupement hydroxyle en position 3.
Les flavonols qui possédent en plus des hydroxydes en 6 ou 8 colorent certaines fleurs en jaune
primevere (Guignard, 1996). Les structures chimiques de quelques flavonols sont reprises ci-

dessous (Figure 06).

Composés | Ry | R, |Rs | Références )
Structures |H |H |H | (Yaoetal, 1999). A
générale o o Jx _,ja,,‘_
Kaempférol |H | H | OH | (Midmore et Rank, 2002). L ﬂ ﬂ“ R
Quercetine | OH [ H | OH [ (De-Oliveira et al., 2004). N ﬂ o
Myricetine | OH | OH | OH | (Uddin et al., 2006). R

Figure 06. Structure chimique de quelques flavonols

Les flavones sont structurellement tres similaires aux flavonols et ne différent que par
I'absence d'hydroxylation en position 3 sur le cycle C (Figure 07). Elles sont principalement
représentées dans l'alimentation par I'apigenine et la luteoline. Contrairement aux flavonols, elles
sont moins répandues dans les fruits et les Iégumes. Par conséquent, leur apport alimentaire est
tres faible (Fraga, 2009). Les flavones étant principalement trouvés sous forme de glucosides
(Chira et al., 2008).

Composés 5 7 4 3 2 32 L
Apigenine OH OH |OH |- 7";--18{_:[,,.-D-¥._|],.;---[-:}_-_ﬁ__f-ﬂ -
=
Luteoline OH |OH |OH |OH & -
_ -

Figure 07. Structure chimique des flavones (Rice-Evans, 1999)

Les flavanones ont une fonction cétone en C4, mais pas de double liaison C2=C3, ni de
groupe — OH en C3 (Figure 08). Cette structure brise la conjugaison des doubles liaisons entre

les trois noyaux et affaiblit I’activité antioxydante (Tsumbu, 2012); ces composés peuvent subir
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des réactions d’hydroxylation, glycosylation et des réactions d’O-méthylation. Ils sont aussi
appelés dihydroflavones (De La Rosa et al., 2010).

Composes R R» R3 "y

Hesperetine | H | OCH; | OH *‘J\f“
HO, 0. :.\\ -
Naringenine | H OH | H Y | ol
~
Eriodictyol H OH | OH

HO

Figure 08. Structure chimique des flavanones (O’connell et Fox, 2001)

2.1.1.3. Isoflavones et chalcones

Les isoflavones sont considérées comme des dérivés classe importante et trés distinctive
des flavonoides. Contrairement a la plupart des autres flavonoides, les isoflavones sont
caractérisées par la présence d’un cycle B fixé a C3 plut6t que la position C2 (Figure 09). Ils ont
une distribution trés limitée dans le régne végétal (Fraga, 2009). Les isoflavones sont contenues

presque exclusivement dans les légumineuses (Tapas et al., 2008).

Composés R; R, Rs R2._ _~_ _O._

Biochanine | OH | OH OCHs [’\ H |l R
Sissotrine OH | 7-O-GLU | OCH; "*r" \W/ \[‘/ X
Genisteine OH | OH OH R1 O \\"”l’//\\RB

Figure 09. Structure des isoflavones (Rijik et al., 2006).

Les chalcones sont des flavanoides ne comportant pas d’héterocycle C (Figure 10). Ils
sont prénylés le plus souvent sur le noyau A tandis que le noyau B reste peu ou pas substitué.
Cette prénylation peut-étre cyclique du type pyrano (Daffalla et al., 2005) ou furano (Ahmadu et

al., 2007). Certaines d’entre-elles présentent une O-prénylation linéaire (Lansky et al., 2008).

A | B
\\""//I‘:}\Y/X\\\\K\‘/ -\‘\’;{’

Figure 10. Structure chimique des chalcones (N’gouemo et al., 1996)
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2.1.1.4. Anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments hydrosolubles présents dans la plupart des espéces
(Kong et al., 2003). Ces pigments sont des dérivés du cation 2-phénylbenzopyrylium plus
communément appelé cation flavylium (Figure 11). lls sont accumulés dans les vacuoles
cellulaires (Kerio et al., 2012), et ils sont responsables des couleurs rouges, violettes et bleues
dans les fruits, les légumes, les fleurs et les graines, mais aussi jouent un réle important dans la
physiologie végétale comme attracteurs des insectes (Shipp et al., 2010). Les anthocyanes sont
stabilisés dans les plantes par des interactions avec des acides aminés, des tanins, des 4-oxo-
flavonoides (Vierling, 2008).

Pigment R R’ R”’ couleur A
Pélargonidine | H OH |H Rouge |
Cyanidine H OH | OH Bleu

Delphinidine | OH OH |OH Pourpre

Péonidine OCH; |OH |H Rose

Pétunidine OCH; |OH | OH Pourpre

Malvidine OCH; | OH | OCH3 | Mauve

Figure 11. Structure chimique des anthocyanes (Samouelian et al., 2009)

2.1.2. Acides phénoliques
Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés phénoliques
et se séparent en deux grands groupes distincts que sont les acides hydroxybenzoiques et les

acides hydroxycinnamiques (N’khili, 2009).

2.1.2.1. Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques présentent une structure en C6-C1 (Figure 12), composée
d’un noyau benzénique sur lequel vient s’attacher une chaine aliphatique a un carbone. On
trouve 1’acide vanillique, 1’acide syringique, 1’acide gentisique et 1’acide gallique. Le principal

composé est I’acide gallique (Chira et al., 2008).
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Composés R1 R, Rs3 R4

Ac benzoique H H H H Ra

Ac salicylique OH |H H H L
Ac p hydroxy benzoique | H H OH |H R

Ac gallique H OH |[OH |OH OH
Ac protocatéchique H |OH |[OH |H a Ry

Figure 12. Structure des acides hydroxybenzoiques (Guignard, 1996)

2.1.2.2. Acides hydroxycinnamiques

Le squelette de base des acides hydroxycinnamiques C6-C3 (Figure 13) est un noyau
benzénique avec une chaine aliphatique a 3 carbones, avec un ou plusieurs groupements
hydroxyles souvent estérifiés en esters d’alcool aliphatique. Les acides hydroxycinnamiques
communs sont les acides caféique, p-coumarique, férulique et sinapique. lls sont produits par des
séries d’hydroxylation et de méthylation et ils s’accumulent souvent sous forme d’esters d’acide

tartrique (Chira et al., 2008).

Composes Ry R, R3 R ')
Acide cinnamique H H H
Acide p coumarique | H OH |H /

: - R2 OH
Acide caféique OH OH |H
Acide férulique OCH; |[OH |H
Acide sinapique OCH; | OH | OCH; R3

Figure 13. Structure des acides hydroxycinnamiques (Laguerre et al., 2007)

2.1.3. Tanins, lignanes et stilbénes
2.1.3.1.Tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques, hydrosolubles, de masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000 (Gazengel et Orecchioni, 2013). Ce sont des molécules fortement
hydroxylés et peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux
protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la digestibilité des aliments. lls peuvent étre
liés a la cellulose et aux nombreux élément minéraux (Alkurd et al., 2008). Chez les végétaux
supérieurs, il existe deux groupes de tanins différents par leur structure aussi bien que par leur

origine biogénétique (Figure 14).
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» Tanins hydrolysables
Les tanins hydrolysables (Figure 14 A) sont des polymeéres de 1’acide gallique ou de son produit
de condensation, L’acide ellagique. Ils ont un poids moléculaire plus faible et précipitent

beaucoup moins les protéines que les tanins condensés (Jarrige et al., 1995).

» Tanins condenses

Les tanins condensés (Figure 14 B) résultent de la condensation de molécules
élémentaires de type flavane 3 ol (catéchines) ou flavane 3-4 diols (leucoanthocyandines). Les
liaisons formées sont de type carbone-carbone ce qui rend ces molécules difficilement
hydrolysables. Les tanins condensés sont également appelés proanthocyandines; en effet leur
oxydation en milieu alcool- acide a chaud entraine la formation de pigments anthocyaniques tels
que cyanidine et delphinidine. Ce type de molécules dotées de propriétés remarquables chez les
plantes qui en sont pourvues (Merghem, 2009).

Les tanins condensés sont présents dans les vacuoles d’un réseau de cellules spécialisées,
situées sous 1’épiderme des feuilles et des tiges de certaines légumineuses tempérées et
tropicales herbacées et arbustives, ainsi que dans les feuilles d’arbustes fourragers, etc. (Jarrige

et al.,1995).

00 oH ‘ -
HO 60/%(!%/ r { @:w

HO. O W
0 0\: H 2 ( ]L /L H/ n
0 0 HO. Lant 8 3 ©OH
“co H ™ . OH
HO HO "f! _OH
P I
n
HO H
H
A- Tanin hydrolysable B- Tanin condensé

Figure 14. Structure d’un tanin hydrolysable et d’un tanin condensé (Guignard, 1996)

2.1.3.2. Lignanes
Ce sont des composes diméres formés par le couplage de deux fragments (C6-C3)
monomeres derivees de la voie des phénylpropanoides (Gilani et Anderson, 2002). Les plantes

les ¢élaborent par dimérisation oxydante de deux unités d’alcool coniférique. Quand cette
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dimérisation implique une liaison oxydante par les C-8 des chaines latérales propényles de deux
unités d’alcool coniférique liées, formant la liaison (C8-C8), les métabolites résultants portent le
nom de lignane (Figure 15). Les lignanes se trouvent essentiellement dans les graines

d’oléagineux (Fleuriet et al., 2005).

Figure 15. Structure de lignane (Jost et Jost - Tse, 2016)
2.1.3.3. Stilbénes

Les stilbenes C6-C2-C6 font partie d’un groupe trés vaste des polyphénols, celui des
dérivés de I’acide cinnamique (phénylpropanoides). lls sont présents dans toutes les sources
végétales (Leray, 2010). La structure chimique de base des stilbénes est composée de deux
cycles aromatiques joints par un pont méthylene (C6-C2-C6). Les deux formes isomeres des
stilbénes (cis et trans) ont des propriétés chimiques et biologiques différentes (Figure 16) (Collin
et Crouzet, 2011). Le resvératrol est le stilbene le plus étudié, en raison de sa présence dans les
produits issus du raisin (jus frais, vin) et de ses nombreuses propriétés pharmacologiques
(Leray, 2010).

Hd —

R2

Figure 16. Structure de base des stilbénes (trans ou cis) (Collin et Crouzet, 2011)

2.2. Métabolisme des composes phénoliques
2.2.1. Biosynthese

L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous
dérivant de 1’acide shikimique. Cette voie conduit a la formation des acides aminés aromatiques.
Ces acides aminés, sont soit de la phénylalanine, qui est majoritaire chez les plantes, soit de la
tyrosine (Figure 17) puis par désamination de ces derniers, aux acides cinnamiques et a leurs trés

nombreux dérivés (Bruneton, 1993).
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Figure 17. Schéma général de la voie de shikimate (Borah, 2015)

La diversité des phénylpropanoides est directement liée a plusieurs voies de biosynthese
qui permettent la conversion enzymatique des deux acides aminés par des décarboxylations, des
oxydations/réductions, des hydroxylations, des glycosylations, des méthylations ou encore des

acylations (Pichersky et Gang, 2000).

Dans le premier cas, la premiére enzyme mise en jeu est la phénylalanine ammonia-lyase
(PAL), qui appartient a la famille des ammonia-lyases, enzymes permettant la rupture de liaisons
carbone-azote. Ainsi, elle catalyse la désamination de la phénylalanine pour former ’acide trans-

cinnamique (Cochrane et al., 2004). La deuxieme étape de la synthése de ces molécules consiste
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en la conversion de I’acide trans-cinnamique en acide para-coumarique, par une réaction

d’oxydation réalisée par la cinnamate 4-hydroxylase (C4H) (Teutsch et al., 1993) (Figure 18).

Dans le second cas, c’est la tyrosine qui subit une désamination catalysée par la tyrosine
ammonia-lyase (TAL) et qui génére directement le p-coumarate. Si la PAL est majoritairement
impliquée dans la synthése des polyphénols chez les végétaux, on retrouve tout de méme la TAL

chez certaines familles de plantes, et en particulier chez les monocotylédones (Neish, 1961).

Lors de la troisiéme étape de la synthése des phénylpropanoides, 1’acide p-coumarique est
transforme en p-coumaroyl-CoA par la 4-coumarate : CoA ligase (4CL) (Ehlting et al., 1999). Le
p-coumaroyl-CoA est le point d’embranchement de plusieurs voies de biosynthése car c’est le
précurseur des différents dérivés phénylpropanoiques a savoir les flavonoides, les stilbénes, les
coumarines, les acides hydroxycinnamiques et les lignines (Figure 18). La diversité de ces
molécules résulte d’une série de réactions principalement assurées par des hydroxylases, des

ligases, des transférases et notamment des méthyl transférases (Vogt, 2010).
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Figure 18. Représentation simplifiée des différentes voies de biosynthese
des phénylpropanoides (Vogt, 2010)
PAL: Phénylalanine Ammonia Lyase;C4H: Cinnamate-4-hydroxylase ; 4CL : 4-coumarate :

coenzyme A ligase;CHS : Chalconesynthase ; STS : Stilbénesynthase ; CHI : Chacone

isomérase. R : radical.
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2.2.2. Biodégradation
Les enzymes responsables de [’oxydation des polyphénols ou le brunissement

enzymatique sont les polyphénoloxydases (PPO) et les peroxydases (POD).

Le rble des peroxydases dans le brunissement enzymatique est limité par la
biodisponibilité des peroxydes hydrogénes (Robards, 1999). Pour que la réaction d’oxydation ait
lieu, il est indispensable que ces enzymes a localisation cytosolique ou membranaire soient mises
au contact des polyphénols a localisation principalement vacuolaire (Bernillon, 2004). Les
réactions enzymatiques ont donc lieu lorsque les tissus des végétaux sont altérés, par exemple
lors de traumatismes mécaniques (broyage, récolte, pelage et découpe), technologiques
(conservation au froid, congélation, décongélation, et irradiation) ou de troubles physiologiques
(infections fongiques). Quand les fruits et les Iégumes sont pelés ou coupés, les enzymes
contenues dans les cellules végétales sont libérées.

En présence d’oxygene, les oxydases (catéchol oxydase, ascorbate oxydase, phénol
oxydases...) sont actives seulement au cours du premier stade de conversion des groupes phénol
ou ¢énediol en composés carbonylés. La réaction qui suit n’est pas catalysée par les enzymes,
mais sa vitesse dépend de celle du premier stade, les groupes carbonyles formés peuvent réagir
avec des amines pour produire des polymeres rouges et bruns (cas de 1’oxydation de ’acide
ascorbique) ou entrainer des cyclisations puis des polymérisations en pigments roses puis bruns

(cas de I’oxydation des polyphénols en orthoquinone puis en mélanines) (Venkatachalam, 2012).

Les principaux substrats des polyphénoloxydases sont les composés phénoliques
présentant un groupement ortho-diphénolique (Guyot, 2003) tels que 1’épicatéchine, la catéchine
et les procyanidines (Amaki, 2011). Les acides hydroxycinnamiques dont 1’acide chlorogénique,

sont préférentiellement oxydés et dégradés par la PPO (Guyot, 2007).

2.3. Teneurs, localisation et variabilité des polyphénols des légumes secs
2.3.1. Teneurs en composés phénoliques

Xu et al. (2007) ont rapporté que les lentilles contiennent plus de composes phénoliques
(4,86 a 9,60 mg équivalent acide gallique(EAG)/g de MS) que le pois chiche (0,98 mg EAG /g
de MS), le pois jaune (0,85-1,14 mg EAG/g de MS) et le pois vert (0,65-0,99 mg EAG /g de
MS). Quant aux haricots, des teneurs allant de 11,2 a 25,3 mg équivalent catéchine (EC)/g de
MS ont éte signalés pour les cotylédons de sept cultivars (Rocha-Guzman et al., 2007). La teneur
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en polyphénols totaux dans le tégument et les cotylédons de treize génotypes de féverole ont été
signalés dans une fourchette de 45,6 a 107,6 et de 15,8 a 26,3 mg EAG /g de MS, respectivement
(Chaieb et al., 2011).

Les flavanols, flavan-3-ols, flavones et anthocyanidines sont les principaux flavonoides
présents dans les graines de légumineuses (Amarowicz et Pegg, 2008). Selon Aguilera et
al.(2010), les catéchines et les procyanidines représentent 69% des composés phénoliques
identifiés dans les lentilles. Les haricots colorés contenaient 256,94 ug/g de catéchines et
procyanidines dont les composés les plus abondants étaient (+)-catéchine, (+)-glucoside de
catéchine (Aguilera et al., 2011).

Une teneur en anthocyanes six fois plus élevée a été signalée chez le tégument de pois
jaune que celles en graine entiére. Les composés cyanidine 3-glucoside (88,44 ug/g) et
pélargonidine 3- glucoside (50,72ug /g) sont les anthocyanes les plus abondantes dans les
haricots noirs (Lopez et al., 2013). Les composés pélargonidine 3-Oglucoside (1,90 ug /g),
cyanidin-3-O-glucoside (0,31 ug /g) et malvidin-3-O-glucoside (0,06 ug /g) sont les principales

anthocyanes de 1’haricot rouge (Dueiias et al., 2015).

Il existe une grande variation au niveau de la teneur en tanins condensés (TC) chez les
I[égumineuses consommeées. Elle variait de 3,73 a 10,20 mg EC/g pour les lentilles; de 0,47 a
5,73 mg EC/g pour les haricots communs; de 0,22 a 0,59 mg EC / g pour le pois jaune et de 0,23
a 0,61 mg EC/g pour le pois verts (Xu et al., 2007).

2.3.2. Localisation des polyphénols dans les légumes secs
2.3.2.1. A I’échelle tissulaire

La localisation des polyphénols est liee a leur rble dans la plante et peut étre tres
caractéristique. Au niveau de la plante entiére, certains composes ne sont accumulés que dans
des organes bien définis (Bénard, 2009). Les couches externes de plantes contiennent des
niveaux plus élevés de composés phénoliques que ceux situés a I’intérieur (Perez-llzarbe, 1991;

Fernandez de Simoén, 1992 ; Bengoechea et al., 1997).

2.3.2.2. A ’échelle cellulaire
La distribution des composés phénoliques au niveau tissulaire, cellulaire et subcellulaire

n’est pas uniforme (Figure 19) (Beckman, 2000). Les composées phénoliques sont
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principalement répartir dans deux compartiments: les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les
polyphénols sont conjugués, avec des sucres ou des acides organiques, ce qui permet
daugmenter leur solubilité et de limiter leur toxicité pour la cellule (Bénard, 2009). Ils jouent un
role de défense en répondant aux stress et aux agents pathogenes (Scalbert, 1993; Wallace et al.,
1994 et Baucher, 1998).

Certains flavonoides ont méme été localisés au niveau du noyau des cellules (Macheix et
al., 2005). Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et des flavonoides liés aux
structures pariétales (Bénard, 2009). lls contribuent a la résistance mécanique de la cellule et
jouent un role régulateur dans la croissance des plantes et leur morphogenése (Scalbert, 1993;
Wallace et al., 1994 et Baucher, 1998). Le tégument des Iégumineuses est riche en composés

phénoliques, bien qu'il représente environ 10% du poids total des graines (Xu et al., 2007).
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Figure 19. Localisation des composés phénoliques au niveau de la cellule

(Toivonen et Brummell, 2004)
POD: phénolpéroxidase ; PPO: polyphénol oxydase

2.3.3. Facteurs de variabilité des polyphénols des légumes secs
2.3.3.1. Facteurs intrinseques
» Stade physiologique

Les teneurs en composés phénoliques des organes végétaux sont variables en fonction du
stade physiologique. A 1’exception des anthocyanes, la concentration en composé€s phénoliques
se décroit au cours de la croissance et de la maturation. Chaque groupe de composés phénoliques
peut évoluer au cours de la croissance selon une cinétique qui lui est propre, ce qui conduit alors
a des proportions variables des différents composés en fonction du stade physiologique atteint

(Macheix et al., 2005).
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> Effet de I’espeéce et de la variété

L’expression du métabolisme phénolique dans la plante est la traduction du patrimoine
génétique propre a chaque espéce. La nature et la teneur en composés phénoliques accumulés
sont donc d’abord une caractéristique de I’espéce végétale considérée. En effet, il est possible de
caractériser les différentes variétés d’especes par une véritable empreinte phénolique qui peut
étre utilisée pour la certification de variétés nouvelles obtenues par hybridation. Ces mémes
approches peuvent permettre de déceler certaines fraudes dans des produits de 1’agroalimentaire
(Fleuriet et Macheix, 2003).

2.3.3.2. Facteurs extrinseques

Le métabolisme phénolique est particuliérement sensible a 1’action des facteurs externes
comme la lumiére, la température, les microorganismes pathogeénes et les traitements appliqués
par I’homme (Dinelli et al., 2006).

» Lumiere

L’importance de la lumiére (spectre visible mais aussi UV contenus dans le rayonnement
solaire) sur 1’accumulation des anthocyanes se résume par 1’intervention de deux parametres:
d’une part I’intensité du flux lumineux et d’autre part la nature des radiations constitutives. Elle
agit directement, par I’intermédiaire des radiations bleues et rouges et du pigment végétal
phytochrome sur I’activation du promoteur des génes phénylalanine ammonialyase (PAL), ce qui
se traduit alors par la transcription des ARNm puis la formation de la protéine enzymatique
(enzyme du métabolisme) (Hahlbrock et al., 1995).

» Température

La température est également un facteur de régulation de 1’expression du métabolisme
phénolique, souvent en interaction avec la lumiére. Ainsi, un abaissement de la température
associé a un traitement lumineux adéquat induit fréqguemment une accumulation des
anthocyanes. La encore, la régulation pourrait intervenir au niveau de PAL elle-méme, des
inhibiteurs de I’enzyme pouvant étre mis en place sous I’effet des températures €levées. Des
perturbations du meétabolisme phénolique peuvent quelques fois apparaitre a la suite de
traitements d’organes végétaux au froid, conduisant alors a des brunissements (Rhodes et al.,
1981).
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» Microorganismes pathogenes
La contamination du végétal par des microorganismes pathogenes entraine eégalement une
forte augmentation des teneurs en composés phénoliques, correspondant a la mise en place de

mécanismes de défense de la plante (Dixon et Paiva, 1995).

» Traitements appliqués par ’homme

Certains traitements (application de fertilisants, irradiations, etc.) peuvent moduler la
teneur de la plante en composés phénoliques, soit au cours de la croissance, soit au cours de la
conservation des organes vegétaux. Les conséquences sont souvent prévisibles car la réponse
peut étre trés variable d’une espéce a 1’autre et en fonction des doses appliquées et des durées de
traitements. De profondes modifications de 1’équipement phénolique interviennent également
lorsque les organes végétaux sont soumis a des procédés technologiques destinés a les
transformer (blanchiment, cuisson, etc.) (Macheix et al., 2005).

2.4. Propriétés antioxydantes des polyphénols et effet santé
2.4.1. Propriétés antioxydantes

Selon Wang et al. (2010), une importance particuliére a été accordée aux propriétés
antioxydantes des polyphénols, qui seraient attribuées a leur capacité d’inhiber quelques
enzymes en particulier les oxydases, leur pouvoir de chélater les ions métalliques impliqués dans
la production des especes oxygénées réactives (EOR) via les réactions de Fenton et Haber-Weiss
et leur capacité a piéger directement les radicaux libres.

2.4.1.1. Inhibition enzymatique

L’inhibition de la production des EOR par les polyphénols, particulierement les
flavonoides, peut procéder directement par formation de complexe inhibiteur-enzyme et/ou par
piégeage directe des EOR (Dangles et Dufour, 2006). Cette double action est bien illustrée par le
cas de la xanthine oxydase, cet enzyme est considéré comme une source biologique importante
de radical superoxyde. Cos et al. (1998), ont établi la relation entre la structure chimique des
flavonoides et leur capacité d’inhiber la formation de superoxyde par inhibition de la xanthine

oxydase (formation de complexes enzyme-inhibiteur) et/ou par réduction du superoxyde produit.

Les résultats de cette étude sont les suivants :
» Les flavanones, les dihydroflavonols et les flavan-3-ols (cycle C non plan) ne sont pas
des inhibiteurs de la xanthine oxydase ;
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» Les flavonols et les flavones (cycle C plan et conjugué avec les cycles A et B) ont la
capacité d’inhiber I’enzyme ;

» L’absence du groupe hydroxyle en C3 augmente légérement 1’activité inhibitrice. Les
flavonoides glycosylées ont des activités inférieures a celles des composés non
glycosylés. Par exemple, la rutine est presque dix fois moins active que la quercétine ;

» Les flavonoides présentant un cycle B de type catéchol (ortho-diphénol ou 1,2-
dihydroxybenzene) sont de bons pieges a superoxyde en raison de la stabilité des
radicaux semi quinones formés lors de la capture.

» De nombreux flavonoides sont de puissants inhibiteurs des métalloenzymes tels que

lipoxygenase.

2.4.1.2. Chélation des ions métalliques
Le Cuivre et le Fer libre génerent des radicaux hydroxyles, trés réactifs, a partir de

I’espéce peu réactive H,O,, par une réaction appelée réaction de Fenton (Boudon, 2001).

H,0, + Fe** (Cu*) » ‘OH + OH + Fe* (Cu?)

Le soi-disant réaction de Haber-Weiss de I’anion superoxyde Oy’et du peroxyde

d’hydrogéne conduit alors a la génération des radicaux hydroxyles HO' selon la réaction :
05" + H,Oy OH+O0OH+0,
—>

En outre, complexer les ions du Fer et du Cuivre sous une forme qui bloque leur activité

redox est un mécanisme d’action antioxydante (Bouguerne, 2012).

Les études menées par Van Acker et al. (1996) sur la chélation des ions du fer par
certains flavonoides ont mis en évidence les sites essentiels pour la chélation des ions
métalliques (Figure 20) :

V" les groupes 3’-hydroxy et 4’-hydroxy du cycle B,
v"les groupes 3-hydroxy et 4-oxo du cycle C,
v'les groupes 4-oxo et 5-hydroxy.

Ainsi, la quercétine qui combine tous ces substituants est un complexant metallique

particulierement efficace.
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Figure 20. Sites des flavonoides proposés pour la chélation des ions métalliques (Me"™)
(Van Acker et al., 1996)

2.4.1.3. Piégeage des radicaux libres
Les composés phénoliques possedent une structure chimique idéale pour le piégeage des
radicaux libres, parce qu’ils possédent des groupes phénoliques hydroxyles qui sont susceptibles

de donner un atome d'hydrogene ou un électron au radical libre (Dai et Mumper, 2010).

Les flavonoides en général et les flavan-3-ols en particulier sont de bons piégeurs des
radicaux libres (Fraga, 2007). A cause la présence de 3°,4’-dihydroxy et la présence du groupe
O-dihydroxy (structure des catéchols) sur le noyau aromatique B; ils possédent la propriété de
donneur d’¢électrons. En outre, la présence du 3-OH du cycle C est également bénéfique pour
I'activité antioxydante des flavonoides. La présence de la double liaison C2-C3 conjuguée avec
le groupe 4-céto est responsable de la délocalisation des électrons du noyau B, ce qui améliore

encore 1’activité antiradicalaire (Figure 21) (Khazai et al., 2011).

Figure 21. Caractéristiques structurelles des flavonoides avec une activité de piégeage des

radicaux libres élevée (Khazai et al., 2011)
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Ainsi, Cuvelier (1992) a testé I’activité antioxydante des acides phénoliques et obtient les
résultats suivants :

e Les acides cinnamiques ont une activité antiradicalaire supérieure a celle des acides
benzoiques correspondants. Les acides caféique, sinapique, férulique et p-coumarique
sont respectivement plus actifs que les acides protocatéchique, syringique, vanillique et
p-hydroxybenzoique. Ils sont plus actifs que les phénols simples: acide p coumarique>
phénol et acide caféique> pyrocatéchol.

e Les acides benzoiques sont, quant a eux, moins actifs que leurs homologues phénols, ce
qui tend a démontrer le réle négatif du COOH directement fixé sur le noyau benzénique.

e [L’addition d’un second OH sur le cycle aromatique augmente fortement [’activité
antioxydante des acides phénoliques. Un troisieme OH sur le cycle renforce également le
caractére antioxydant (ex: acide gallique).

e Le groupement méthoxyle joue, dans une moindre mesure, le méme rdle que les
groupements OH.

e La présence de plusieurs unités de type acide phénolique peut concourir a renforcer

I’activité antioxydante.

2.4.2. Effet santé

Les bienfaits pour la santé des composés phénoliques sont liés a leur potentiel
antioxydant et protecteur vis a vis des maladies chroniques induites par les radicaux libres (Xu et
Chang, 2010).

La consommation d'aliments riches en composés phénoliques peut réduire le risque de
nombreux problemes de santé. Les haricots noirs crus et transformés sont une bonne source
d'antioxydants naturels. Les cultivars de lentilles riches en flavonols peuvent étre utilisés comme
aliments fonctionnels et nutraceutiques pour promouvoir la santé, gérer le poids et prévenir le
diabéte (Zhang et al., 2015). Alshikh et al. (2015), ont rapporté que la bioactivité de tous les
composés a été confirmée par l'inhibition in vitro de la rupture des brins d'ADN induite par les
radicaux peroxyle et par consequent, les lentilles devraient faire partie intégrante de

I'alimentation humaine en raison de leurs effets benéfiques sur la santé.

Garcia-Lafuente et al. (2014), ont confirmé que les haricots communs devraient étre
inclus dans le régime alimentaire car ils sont une excellente source d'agent anti-inflammatoire et

fonctionnent comme un complément alimentaire pour la promotion de la santé humaine.
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La haute concentration d'anthocyanes (en particulier de delphinidine) et d'acides
phénoliques (acide férulique) rend la consommation des haricots avantageuse pour la santé et ils

sont couramment utilisés comme ingrédients alimentaires fonctionnels (Mojica et al., 2015).

Les propriétés benéfiques des graines de légumineuses sont liees a la teneur et a la

composition phénolique (acides phénoliques, flavonoides et tanins).
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1. Matériel végétal utilisé

Cette étude a porté sur cing especes de légumes secs commercialisées et largement
consommeées en Algérie. Il s’agit des espéeces suivantes : les lentilles (Lens culinaris: Var. Ibla et
Var. Metropole), les pois chiches (Cicer arietinum: Var. Flip et Var. Ghab 5), les petits pois
(Pisum sativum : Var. Oinward et Messirl), les haricots blancs (Phaseolus vulgaris: Var.
Cannellini et VVar. Great Northerne) et les féves (Vicia faba: Var. Aguadulce et Var. Shale).

Ces variétes nous ont été fournies en 2016 par le centre des céréales et des Iégumes secs (CCLS).

2. Méthodes utilisees

La méthodologie suivie est récapitulée dans la figure 22. La cuisson des graines des
Iégumes secs de cing especes a savoir les haricots, les petits pois, les pois chiches, les lentilles et
les féves (soit deux variétés /espéce), I’extraction des composés phénoliques et la détermination
de la teneur en tanins totaux et en anthocyanines ont été effectuées aux laboratoire de recherche
de biotechnologie et qualit¢ des aliments (BIOQUAL) de I’Institut de la Nutrition, de
I’Alimentation et des Technologies Agro-Alimentaires (I.N.A.T.A.A), Université Fréres
Mentouri Constantinel (UFMC1).

L’évaluation des teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides ainsi que la détermination
des activités antiradicalaire (DPPH' et ABTS™) et antioxydante (CUPRAC) et la caractérisation
des composés phénoliques par la méthode LC-MS/MS ont été réalisées au laboratoire de
pharmacie et pharmacologie, du Département de pharmacie, Université Dicle, Diyarbakir,

Turquie.
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Figure 22. Diagramme récapitulatif de la méthodologie suivie.
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2.1. Traitements appliqués sur les légumes secs
2.1.1. Traitements appliqués sur les légumes secs crus

Apres triage manuel des graines (Iégumes secs) dont le but est d’éliminer les impuretés
(graines cassées, graines infestées, graines étrangéres, etc.), 300g de chaque variété (en tenant
compte des trois répétitions) ont été broyés a I’aide d’un broyeur (SEB, FRANCE) pour les
réduire en poudre (granulométrie < 250 um). La poudre ainsi obtenue est conservée dans des
flacons en verre opaque fermés hermétiquement et déposés a 1’abri de la lumiére pour éviter

toute détérioration de I’échantillon.

2.1.2. Méthode de cuisson des légumes secs
La cuisson des legumes réalisée est une simple ébullition dans I’eau, sans aucun ajout.
Les parametres contrdlés dans le procédé de cuisson sont le volume d’eau, la durée et la

température de cuisson. Ces parametres ont été fixés en se basant sur des essais préliminaires.

Chaque échantillon de légume (100 g) est placé dans une petite cocotte d’acier
inoxydable (SEB, FRANCE) avec 600 ml d’eau distillée bouillante. La cuisson est faite a
couvert pour diminuer la surface de contact avec 1’air libre. Elle a été réalisée sur une plaque

chauffante a 100°C et a dure environ de 30 a 45 minutes (selon I’espéce de 1égume sec).

2.1.3. Opérations post-cuisson

Aprés cuisson a I’eau, les graines cuites ont été égouttées, puis congelées a -20°C. Apres
congélation, elles sont directement broyées et la poudre obtenue est lyophilisée dans le but de
réduire sa teneur en eau. La poudre lyophilisée est rebroyée une deuxiéme fois et tamisée (< 250

um).
L’eau résiduelle ayant servi a la cuisson a été récupérée et conservée dans des boites et
congelée a -20°C. Apres 24h de congélation, les cristaux d’eau ont été lyophilisés jusqu’a

obtention d’un résidu.

2.2. Extraction et dosage des composés phénoliques

L’extraction des polyphénols totaux a partir des échantillons crus et cuits ainsi que de
I’eau de cuisson a été réalisée selon le protocole propose par Mujica et al. (2009). 1g de la farine
de chaque échantillon est solubilisé dans 25ml du méthanol 80% (méthanol-eau distillée 80:20;

v/v) acidifié avec 0,1% de l'acide chlorhydrique HCI (2N). Le mélange est laissé 2h a
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température ambiante, puis il est centrifugé a 1800g pendant 15min. Le résidu est ré-extrait avec

25ml du méthanol pur et centrifugé une autre fois.

A la fin, les surnageants sont combinés et 1’extrait sec est récupéré aprés une évaporation

a sec (temps variables /45°C).

2.2.1. Détermination des teneurs en polyphénols totaux

Aprés sonication effectuée par un homogénéisateur a ultrasons (Jeiotech, USA) et
filtration (filtre iso labptfe 0,45um) des extrais méthanoliques, la teneur en polyphénols totaux a
été déterminée en se basant sur la réaction de Folin Ciocalteu. En bref, 4 ul de chaque extrait ont
été mis en microplaque a 96 puits et mélangé avec 4 pl de Folin Ciocalteau et 12 ul de carbonate
de sodium Na,CO3 (2% p/v). L'absorbance du melange a été mesurée a 760 nm apres 120 min
d'incubation dans I’ombre a température ambiante a l'aide de lecteurs d'absorbance de
microplaques (Biotek Eon, USA). La procédure a été répétée avec la solution de pyrocathécol
utilisée comme standard (de 0 a 1000 ppm) (Ertas et al., 2014). La teneur en polyphénols totaux
a été calculée en pg d’équivalent de pyrocatéchol par mg de maticére séche (ug EP/mg de MS)
(Slinkard et Singleton, 1977) en se référant a la courbe d’étalonnage du pyrocatéchol (Annexe
01).

La teneur en polyphénol total d’extrait a été calculée par la formule suivante :

[ Absorbance = 0, 0002 pyrocatéchol + 0, 0329 (R2 = 0, 9379) ]

2.2.2. Détermination des teneurs en flavonoides totaux

De méme, la teneur en flavonoides totaux a été effectuée sur un lecteur de microplaque a
96 puits (Eon, Bioteck, USA). Par conséquent, 20 pl de chaque extrait, 172 ul d'éthanol 80% et 4
ul de nitrate d'aluminium Al (NOs3)s & 10% ont été placés dans chaque puit. L'absorbance du
mélange a été mesurée a 415 nm apres 40 minutes d'incubation dans ’ombre et a température
ambiante. La procédure a été répétée avec la solution standard de quercétine (0 a 1000 ppm). Les
teneurs en flavonoides totaux ont été calculées en pg d’équivalent de quercétine par mg de
matiére séche (ug EQmgde MS) (Moreno et al., 2000) en se référant a la courbe d’étalonnage
de la quercétine (Annexe 02).

Absorbance = 0,002 quercétine + 0,0978 (R2 = 0,9695)
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2.2.3. Détermination des teneurs en tanins extractibles

La teneur des tanins extractibles a été déterminée selon le protocole décrit par Sadasivum
et Manickam (2005). 0,5 g de la poudre de chaque échantillon a été mélangé avec 75 ml d'eau
distillée. Le mélange a été bouilli doucement pendant 30 min, puis centrifugé a 2000 t/min
pendant 20 min. Le surnageant a été récupéré et le volume a été ajusté a 100ml avec de I’eau
distillée. 1ml de chaque extrait a été soigneusement transféré dans une fiole jaugée de 100 ml
contenant 75 ml d'eau distillée, 5 ml du réactif de Folin-Denis et 10 ml de solution saturée de
carbonate de sodium (Annexe 3). Le mélange a été secoué correctement et la couleur développée
a été mesurée a 700 nm apres 30 minutes d'incubation. L'acide tannique a été employé comme
standard. Les résultats ont été exprimés en ug d’équivalent d’acide tannique par mg de matiére

séche (g EAT. mg™ de MS) (Annexe 4), selon la formule suivante :

Absorbance =5,1323 Acide tannique + 0,1194 (R2=0,9627) ‘

2.2.4. Extraction et dosage des anthocyanines

La teneur des anthocyanines a €té estimée par spectrophotomeétre selon la méthode du pH
différentiel, en utilisant deux solutions tampons: le chlorure de potassium (pH 1,0 ; 0,2 M) et
I’acétate de sodium (pH 4,5 ; 0,4 M) (Lee et al., 2005).

Les pigments monomériques d’anthocyanines changent réversiblement de couleur avec
un changement du pH; la forme colorée d’oxonium existe a pH 1,0, et la forme hemicétal
incolore prédomine a pH 4,55. Les résultats sont exprimés en Equivalent Cyanidine
3-Glucoside.

1g de chaque échantillon est dissout dans 10 ml de solvant (méthanol 99%) acidifié avec
le HCI 0,1 N (0,01%), la solution obtenue est incubée pendant 16 heures au réfrigérateur, puis
filtrée (Reyes-Carmones et al.,, 2005). La teneur en anthocyanines a été estimée par
spectrophotometrie en utilisant deux solutions tampons : le chlorure de potassium (pH 1,0 ; 0,2
M) et I’acétate de sodium (pH 4,5 ; 0,4 M). Un volume de chaque extrait a été ajouté a 2,4 ml de
solution tampon. L’absorbance de I’extrait a été mesurée a 510 puis @ 710 nm puis déduite par

I’équation :

A = ([A510-A710] pH 1,0- [A510-A710] pH 4,5)
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La teneur en anthocyanines a été déterminée selon I’équation :

[ C=AxMMx 100/ AM ]

C : teneur en anthocyanines (g ECy-3-Glu/g de MS) ;
A : absorbance;
MM : masse moléculaire de la cyanidine-3-glucoside (449,2 g/mol);

AM : coefficient d’absorbance molaire (26900 mol.cm.I).

2.3. Evaluation des activités antiradicalaire et antioxydante

A cause de la complexité des processus d'oxydo-réduction impliqués et la nature
diversifiée a la fois des dérivés réactifs de lI'oxygéne (DRO) et des antioxydants, il n'existe
aucune méthode universelle par laquelle I’activité antioxydante peut étre exprimée d'une fagon
précise. Plusieurs méthodes ont été développées pour estimer cette activité antioxydante. Leur
principe de fonctionnement se base sur la réaction fondamentale d'oxydation-réduction
impliquant soit un transfert d'électron soit un transfert d'un atome dhydrogene (Prior et al.,
2005).

Les antioxydants peuvent réagir de maniére différente face a différents radicaux (prior et
al., 2005). Parmi les méthodes du dosage, deux méthodes sont basées sur le transfert
d’hydrogéne et d’électrons qui sont : la méthode de DPPH' et la méthode de ’ABTS™ (Foegel et

al., 2011) et une autre méthode est basée sur le pouvoir réducteur du cuivre « CUPRAC ».

2.3.1. Testde DPPH' (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl)
Du point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPH' est recommandé pour

les composés contenant, SH-, NH- et OH- .

Le DPPH' (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable colorée en violet qui
en présence d’une substance qui peut donner un atome d’hydrogene conduit a la formation d'une
hydrazine incolore (DPPH-H) : DPPH® + AH — DPPH-H + A° (Diouf et al., 2009) (Figure 23).
La colorimétrie de la solution change sous I’effet d’un agent antioxydant qui entraine la

décoloration de la solution (prior et al., 2005).
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Figure 23. Reéduction du radical DPPH' par un antioxydant (Molyneux, 2004).

La méthode suivie est celle d’Ertas et al. (2014). Un volume de 40 ul de différentes
concentrations de chaque extrait ainsi que les antioxydants standards (a-Tocophérol et BHT), est
déposé en triplicata sur une microplaque a 96 puits, en ajoutant sur chaque puits un volume de 160
ul d’une solution méthanolique de DPPH' (0,1mM), aprés incubation de 30 min a I’obscurité et

a température ambiante, les absorbances sont mesurées a 517 nm contre le blanc correspondant. Le

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

[ I= (A blanc - A échantillon/A blanc) x 100 }

A blanc : Absorbance du blanc (DPPH' dans le méthanol) ;

A échantillon : Absorbance d’échantillon.

Les concentrations des extraits et des antioxydants de référence (BHT et a Tocophérol), en
fonction des pourcentages du DPPH:' inhibé, ont été tracées a la fin de la réaction afin d'obtenir

la concentration inhibitrice 1Csy. Ce paramétre est défini comme la concentration d'antioxydant

requise pour diminuer la concentration du DPPH- initiale de 50% (Sharififar et al., 2007).

2.3.2. Test de PABTS ™ (Acide 2,2’-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)

Une deuxieme méthode colorimétrique qui se base sur un essai de décoloration est

rapportée afin de détecter le pouvoir antiradicalaire d’un composé donné. Le radical préformé

2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (Figure 24) ou ABTS™ est généré par

I’oxydation de la molécule stable d’ABTS avec le persulfate de potassium (Re et al., 1999). La

formation du radical ABTS™ se traduit par I’apparition d’une coloration vert bleu intense. En

présence d’un donneur de H, le passage du radical ABTS+ a la forme non radicalaire
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s’accompagne de la disparition de cette coloration mesurée spectrophotométriquement a une
longueur d’onde de 734 nm. Cette décoloration résulte d’une réaction entre le radical ABTS+ et

un donneur de H'.

Ce test a été realisé selon le protocole proposé par Ertas et al. (2014). Dans un tube a
essai, 5 ml d'eau distillée ont été mélangés avec 19,2 mg d'/ABTS et 3,3 mg de persulfate de
potassium (K,S,0g) ensuite le mélange est incubé a l'obscurité pendant 16h et cela pour la
formation de la solution radicalaire bleue-verte. La solution a été diluée avec 1’éthanol jusqu'a

I’obtention d’une absorbance de 0,7 + 0,01 & 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 ppm) et 1,60 ml de réactif ont été incubés a 1’ombre pendant 30 minutes.
Lorsque les électrons non appariés sont séquestrés par les antioxydants de I'échantillon, la

solution d'essai devient incolore et I'absorbance est mesurée a 734 nm.

Les pourcentages d’inhibition du radical ABTS™ ont été calculés en utilisant la formule

suivante:

AcC — As
— — X

%od'inhibition 100

Avec :

A ¢ : Absorbance du blanc;

A s : Absorbance de 1’échantillon.

Ces pourcentages ont été tracés en fonction des concentrations des extraits pour déterminer
I'index 1Cs.
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Figure 24. Etapes de la réaction ABTS (Re et al., 1999).

2.3.3. 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
produisant ainsi un complexe chromogéne de Cu*-Nc qui absorbe a 450 nm (Figure 25)
(Ozyiirek et al., 2011).

2+
C +
@Q Q Agent antioxydant Q O
\ / CHg H3C \ / CHg -
/ N CHg HaC, CHa | ™
Re®s @d@
Réactif CUPRAC. Bleu claire Produits jaune orangé A=450nm

Figure 25. Principe de la méthode de CUPRAC (Ozyiirek et al., 2011).

39




Partie2. Matériel et méthodes

La méthode appliquée est celle d’Ertas et al. (2014). Dans chaque puits des 96
microplaques, des portions aliquotes de 61 pl de chlorure de cuivre, 61 ul de tampon de NH;AC
(1M, pH 7,0) et 61 pl de solution de néocuproide de 7,5 x 10 M ont été mélangés, ensuite, 25
ul des solutions d’extrait (0-1000ppm) et 42 pl d'eau distillée ont été ajoutés pour atteindre le
volume final de 250 pl. Les microplaques ont été laissées au repos pendant une heure a

température ambiante a I’obscurité. Ensuite, I'absorbance a été mesurée a 450 nm.

La capacité de réduction des extraits a été comparée a celles de BHA et du a Tocophérol.
Les résultats ont été calculés sur la base de la valeur de I’A0,5 (png/ml) correspondant a la

concentration indiquant 0,50 d’absorbance.

2.4. Identification et quantification du profil phénolique par LC-MS/MS
2.4.1. Instruments et conditions chromatographiques

L’analyse des composés phénoliques LC-M /MS a été réalisée en utilisant un CLUHP
modeéle Shimadzu Nexera 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 effectuée sur
une colonne analytique C18 phase inverse ODS-4 (150 mm x 4, 6 mm, 3 um). La température de
la colonne a été fixée a 40 ° C. Le gradient d'élution est composée 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 de 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
4ul.

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

confirmation.

2.4.2. Méthode de validation des paramétres pour les LC-MS / MS
Dans cette étude, vingt-quatre (24) composés phénoliques standards (flavonoides,
glycosides flavonoides, acides phénoliques, phénolique aldéhyde, coumarine) qui sont trés

répandus dans des matiéres vegétales étaient qualifiés et quantifiés (Tableau 03). Les composes
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1, 2 et 3 sont des acides organiques, il s’agit de 1’acide quinique, I’acide malique et I’acide

aconitique respectivement.

La limite de détection (LOD) et la limite de quantification (LQ) de la méthode décrite

dans cette étude étaient dépendantes de la courbe d'étalonnage établie a partir de six mesures.
Pour les différents composés, LOD variait de 0,05to 25,8ug /I et la LQ variait de 0,17 a 85,9ug/l.

De plus, la reprise des standards composés phénoliques varie entre 97% et 106,3% (Ertas et al.,

2014).

Les différents chromatogrammes des standards employés sont illustrés dans la Figure 26.

Les parametres analytiques correspondant et y compris les temps de rétention qui est

le temps écoulé entre l'injection et le maximum du pic du composé élué correspondant sont

enregistrés dans le Tableau 03.
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Figure 26. Chromatogrammes LC-MS / MS des standards employés.
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Tableau 03. Paramétres analytiques de la méthode LC-MS / MS.

N° Analytes RT? lon Mode R* RSD%® | Gamme de | LOD/LOQ | Récupératio | U
parent | ionisation linéarité (Mg/L)® n (%)
(m/z)° (mg/L)
4 Ac. Gallique 4,29 169,05 Neg 0,9901 0,4734 | 25-1000 4,8/159 102,3 51
5 Ac.chlorogenique 5,43 353 Neg 0,9932 0,1882 | 250-10000 7,3/1243 99,7 4,9
6 Ac.protocatechuiqu | 5,63 152,95 Neg 0,9991 0,5958 | 100-4000 25,8/85,9 | 100,2 51
e
7 Ac. tannique 6,46 182,95 Neg 0,9955 0,9075 | 100-4000 10,2/34,2 | 97,8 51
8 Ac. tr- caffeique 7,37 178,95 Neg 0,9942 1,0080 | 25-1000 441147 98,6 5,2
9 Vanilline 8,77 151,05 Neg 0,9995 0,4094 | 250-10000 10,1/33,7 | 99,2 4,9
10 Ac. p-coumarique 9,53 162,95 Neg 0,9909 1,1358 | 100-4000 15,2/50,8 | 98,4 51
11 Ac. rosmarinique 9,57 358,9 Neg 0,9992 0,5220 | 250-10000 10,4/34,8 | 101,7 4,9
12 Rutine 10,18 | 609,1 Neg 0,9971 0,8146 | 250-10000 17,0/56,6 | 102,2 50
13 Hesperidine 9,69 611,1 Poz 0,9973 0,1363 | 250-10000 21,6/719 | 100,2 4,9
14 Hyperoside 10,43 | 463,1 Neg 0,9549 0,2135 | 100-4000 12,4/41,4 | 98,5 4,9
15 Ac. 4-OH | 11,72 | 136,95 Neg 0,9925 1,4013 | 25-1000 3,0/10,0 106,2 5,2
benzoique
16 Ac. salicylique 11,72 | 136,95 Neg 0,9904 0,6619 | 25-1000 4/13;3 106,2 50
17 Myricetine 11,94 | 317 Neg 0,9991 2,8247 | 100-4000 9,9/32)9 106,0 5,9
18 Fisetine 12,61 | 284,95 Neg 0,9988 2,4262 | 100-4000 10,7/35,6 | 96,9 55
19 Coumarine 12,52 | 146,95 Poz 0,9924 0,4203 | 100-4000 9,1/30,4 104,4 4,9
20 Quercetine 14,48 | 300,9 Neg 0,9995 4,3149 | 25-1000 2,0/6,8 98,9 7,1
21 Naringenine 14,66 | 270,95 Neg 0,9956 2,0200 | 25-1000 2,6/8,8 97,0 55
22 Hesperetine 15,29 | 300,95 Neg 0,9961 1,0164 | 25-1000 3,3/11,0 102,4 53
23 Luteoline 15,43 | 284,95 Neg 0,9992 3,9487 | 25-1000 5,8/19,4 105,4 6,9
24 Kaempferol 15,43 | 284,95 Neg 0,9917 0,5885 | 25-1000 2,0/6,6 99,1 5,2
25 Apigenine 17,31 | 268,95 Neg 0,9954 0,6782 | 25-1000 0,1/0,3 98,9 5,3
26 Rhamnetine 18,94 | 314,95 Neg 0,9994 2,5678 | 25-1000 0,2/0,7 100,8 6,1
27 Chrysine 21,18 | 253 Neg 0,9965 1,5530 | 25-1000 0,05/0,17 | 102,2 53

aRT: Temps de rétention

lon Parent (m/z) b: lons moléculaires des standards (rapport masse / charge)

cR2: coefficient de détermination

dRSD: écart type relatife

LOD/LOQ (ug/L): Limitede déteection/Limitede quantification

f U (%):Pourcentage d'incertitude relative a un niveau de confiance de 95% (k=2).

g Valeurs en ug / g d'extrait méthanolique

2.5. Analyse statistique

Les moyennes plus ou moins les écarts types des essais ont été réalisés par 1’Excel 2010.

Les résultats obtenus ont été traités a I’aide de logiciel XLSTAT (2009). L’analyse de la variance

permettant de connaitre la signification des différences (le seuil de signification est p<0,05) a été

réalisée par le test de Tukey..
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Les pourcentages de variation des teneurs en composés phénoliques (%) ont été calculés par
Excel 2007, pour les Iégumes secs cuits et les eaux de cuisson par rapport aux légumes secs crus,
selon les formules suivantes :

[e%VGCu= [(TGCu —TGCr)/TGCr]. 100 ]

%VGCu : Pourcentage de variation de teneur moyenne en composé X pour les graines cuites
TGCu : Teneur moyenne en composé X pour les graines cuites

TGCr : Teneur moyenne en composé X pour les graines crues

[ %VEC= [(TEC ~TGCr)/TGCr]. 100 ]

%VEC : Pourcentage de variation de teneur moyenne en composé X pour les eaux de cuisson
TEC : Teneur moyenne en composé X pour les eaux de cuisson
TGCr : Teneur moyenne en compose X pour les graines crues

Les pourcentages de variation des activités antiradicalaires et antioxydantes (%) ont été calculés
par Excel 2007, pour les extraits des grains cuits et les extraits des eaux de cuisson par rapport

aux extraits des grains crus, selon les formules suivantes :

%VAAECuU= [(AAECU ~AAECT)/AAECT]. 100

%VAAECu : Pourcentage de variation des activités antiradicalaires et antioxydantes pour les
extraits des échantillons cuits ;
AAECu : Activités antiradicalaires et antioxydantes des extraits des échantillons cuits ;

AAECT : Activités antiradicalaires et antioxydantes des extraits des échantillons crus.

[ %VAAEC= [(AAEC —~AAECT)/AAECT]. 100 }

%VAAEC : Pourcentage de variation des activités antiradicalaires et antioxydantes pour les
extraits des eaux de cuisson;

AAEC : Activités antiradicalaires et antioxydantes des extraits des eaux de cuisson ;

AAECT : Activités antiradicalaires et antioxydantes des extraits des échantillons crus.
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Partie 3. Résultats et discussions

1. Teneurs en composés phénoliques des Iégumes secs étudiés

1.1. Teneurs moyennes en polyphénols totaux

Les teneurs moyennes en polyphénols totaux (PT), exprimées en pg EP mg*de matiére séche,

des différents extraits de légumses secs étudies (pois chiche, lentille, petit pois, haricot et feve) et

des eaux de leur cuisson, sont récapitulées dans le Tableau 04.

Tableau 04. Teneurs moyennes en polyphénols totaux des extraits de Iégumes secs analysés (en

ng EP mg*de MS).

Especes de ]
légumes secs Variétés Echantillons Tene ltJ(;faur:}(o({legnréePs r%g plol\l/ly g;] enols
Cru 20,51+2,12°
Flip Curt 2,92+2,78"
Pois chiches Eau de cuisson 37,64+1,39°
Cru 62,18+2,89°
Ghab 5 Cuit 86,71+4,46°
Eau de cuisson 57,55+2,89"
Cru 05,51+4,01°
Ibla Cuit 70,51+1,60°
Lentilles Eau de cuisson 133,47+1,39"
Cru 172,36 + 2,78
Metropole | Cuit 72,36 £ 2,78
Eau de cuisson 24412 + 4.46°
Cru 31,62+1,60°
Oinward Cuit 431+278°
Petits pois Eau de cuisson 59,40+2,12
Cru 28,84+0,30°
Messirl Cuit 59,86+5,56"
Eau de cuisson 44,58+1,39°
Cru 65,42+1,39°
Cannellini | Cuit 23,29+2,12°
. Eau de cuisson 27,45+3,21°
Haricots cromt LT 218,19%2,78°
Northerne Cuit _ 35,79+3,50°
Eau de cuisson 34,40+3,21°
Cru 47.36+2,78°
Aguadulce | Curt 173,75+8,45"
Fves Eau de cuisson 181,62+6,42°
Cru 58,94+6,85"
Shale Cuit 200,14+2,78°
Eau de cuisson 212,64+3,67°

La méme lettre signifie absence de différence significative (p<0,05) intra-espece.
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1.1.1. Légumes secs crus

Concernant les graines crues de pois chiches, les teneurs moyennes en PT sont
équivalentes & 20,51+2 12et 62,18+2,89 pgEP mg™ de MS pour la variété Flip et la variété
Ghab5, respectivement. L’analyse de la variance montre [’existence d’un effet variétal
significatif (p<0,05). En effet, la variété Ghab 5 semble étre plus riche en PT que la variété Flip
(Tableau 04). Par comparaison a des travaux sur des échantillons crus de pois chiches, et sans
tenir compte du standard, ni de méthodes d’extraction et de dosage employées, les résultats
enregistrés semblent étre plus élevés par rapport a ceux de Randrianasolo (2013) qui a rapporté
des teneurs de I’ordre de 5 a 16 pgEAG mg ™ de MS, et & ceux de Hadjal et Rabhi (2012) qui
ont cité une teneur équivalente a 0,882 ng EAG mg "1 de MS.

Quant aux graines crues de lentilles, les teneurs moyennes en PT sont de 95,51+4,01 et
172,36 + 2,78 ug EP mg " de MS pour la variété Ibla et la variété Métropole respectivement. De
méme, ’analyse de la variance montre un effet variétal significatif (p<0,05). En effet, la variété
Métropole s’est avérée plus riche en PT (Tableau 04). Ce constat nous a apparu évident du fait
que cette variété se caractérise par une couleur virant au rouge, due a la présence des pigments
anthocyanes, et qui font partie des polyphénols totaux. En se référant a la bibliographie, les
valeurs observées sont nettement différentes par rapport a celles rapportées par Han et Baik
(2008), et Campos-Vega et al. (2010) qui sont de I’ordre de 12 pg EAG mg™ de MS et 7,34 ug
EAG mg ™ de MS respectivement. De méme, nos résultats sont supérieurs & ceux de Ladjal
Ettoumi et Chibane (2015) qui ont analysé des lentilles de la région Ain Deffla dont la teneur a
été équivalente & 6,21 pg EAG mg ™ de MS, et a ceux de Zhang et al (2015) qui travaillent sur
deux cultivards de lentilles un rouge et 1’autre vert dont les teneurs ont été variables entre 5,04 et
7,02 ug EAG mg™ de MS pour le cultivard rouge et entre 4,56 et 8,34 pg EAG mg™ de MS pour

le cultivard vert.

Pour les graines crues de petits pois, les teneurs moyennes en PT sont de I’ordre de
31,62+1,60 et 28,84+0,80 pg EP mg * de MS pour la variété Oinward et la variété Messirl
respectivement. L’analyse de la variance montre un effet variétal significatif (p<0,05). En effet,
la variété Oinward semble contenir une teneur en PT élevée que celle de la variété Messirl
(Tableau 04). Nos résultats sont supérieurs a la teneur enregistrée par Hadjal et Rabhi (2012), et
quest de 1,067pg EAG mg ™ de MS.

Quant aux échantillons crus d’haricots analysés, les teneurs moyennes en PT sont de

218,19+2,78 et 65,42+1,39 pug EP mg™’ de MS pour la variété Great Northerne et la variété
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Cannellini respectivement. De méme, I’analyse de la variance montre un effet variétal
significatif (p<0,05). En effet la variété Great Northerne s’est avérée plus riche en PT que la
variété Cannellini (Tableau 04). Par comparaison a certains travaux, nos résultats sont tres éleves
par rapport a ceux de Hadjal et Rabhi (2012), qui ont analysé des haricots secs blancs (variété
locale), dont la teneur rapportée a été de I’ordre de 1,123 pg EAG mg ™ de MS.

Les teneurs moyennes en PT des graines crues de féves sont équivalentes a 47,36+2,78 et
58,94+6,85ugEP mg™ de MS pour la variété Aguadulce et la variété Shale respectivement.
L’analyse de la variance montre un effet variétal significatif (p<0,05) (Tableau 04). Ces résultats
sont différents de ceux rapportés par Randhir et Kalidas (2004) (2 pg EAG mg ™ de MS), Chaieb
etal. (2011) (16,98 a 67,47 ug EAG mg ™ de MS pour différentes variétés de féves), Boudjou et
al. (2013) (6,27 pgEAG mg * de MS), Boukhanouf et al. (2016) (12 pgEAG mg™ de MS) et
Saini et al. (2016) (5.65+0.85 pug EAG mg™ de MS).

En effet, pour toutes les espéces de Iégumes secs crues étudiées, il nous a été difficile de
comparer, pour la méme espéce, nos résultats avec ceux de la bibliographie ou en plus des
différences dans les standards d’expression des résultats employés (acide gallique, catéchine,...)
et de solvants employés pour I’extraction des composés phénoliques, de nombreux facteurs, que
nous ignorons (conditions de culture et de stockage, traitement appliqué, ect.), peuvent étre a

’origine de ces variations de teneurs en PT.

Dans le méme contexte, Zielinski (2002) explique que la variation du contenu phénolique
est attribuée a beaucoup de facteurs comprenant le génotype, les pratiques agronomiques, le
niveau de maturité a la moisson, les endroits d'entreposage et les conditions climatiques et
géographiques apres récolte. De méme d’apres Hegediisova (2015), la différence du contenu en
polyphénols totaux pourrait étre due a I'écotype, la région géographique ou la plante se

développe et méme a la méthode d'extraction de ces composés.

Macheix et al. (2005) rapportent que les composés phénoliques, comme 1’ensemble des
métabolites secondaires se répartissent trés inégalement entre les especes végétales et les

variétés.

Concenant la méthode d’extraction employée, elle influe largement le contenu en
polyphénols. Dans ce contexte, Bourgou et al. (2016) et Annegowda et al. (2001) ont évoqué

que D’extraction assistée par ultrasons est plus efficace, elle améliore ’extraction des composés
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phénoliques, ce qui conduit & une augmentation du rendement d’extraction comparé a ceux
obtenus par agitation et par microondes. Cet effet peut étre expliqué par le processus produit par
cavitation, lequel est induit par I’irradiation des ultrasons, provoquant le gonflement des cellules,
I’absorption de solvant, I’¢largissement des pores, et donc une augmentation du coefficient de
diffusion des composés phénoliques a travers les parois cellulaires. Les ultrasons ont 1’avantage

de réduire considérablement le temps d'extraction et d’augmenter le rendement d'extraction.

L’efficacité du solvant utilisé a été aussi soulevée par certains auteurs, notamment
Mohammedi et Atik (2011), qui ont démontré que 1’utilisation de solvants mixtes aboutit a un
fort enrichissement des extraits en polyphénols. La supériorité des solvants mixtes seraient dues
a augmentation de la solubilit¢ des composés phénoliques dans les extraits obtenus par des

solvants mixtes comparés a ceux obtenus par des solvants purs (Trabelsi et al., 2010).

Les travaux conduits par Mulinacci et al. (2004), Katalinic et al. (2010) et par Koffi et
al. (2010) indiquent que 1’éthanol en combinaison avec 1’eau permet une meilleure extraction des
polyphénols totaux. L’addition de I’eau aux solvants organiques augmente la solubilité¢ des
polyphénols (Sripad et al., 1982) par modulation de la polarité du solvant organique
(Mohammedi et Atik, 2011). Cette augmentation est peut étre due & l'affaiblissement des
liaisons d'hydrogéne dans les solutions aqueuses. Elle pourrait également étre due a
I'augmentation de la alcalinité et de I’ionisation des polyphénols dans de telles solutions (Sripad
et al., 1982). La solubilité des polyphénols dépend principalement du nombre de groupements
hydroxyles, de poids moléculaire et de la longueur de la chaine carbonique de squelette de base
(Mohammedi et Atik, 2011). Par conséquent, pour obtenir des fractions riches en polyphénols, il

est préférable d’employer des mélanges de solvants organiques appropriés avec de I’eau distillée.

En conclusion, pour I’ensemble des especes de légumes secs crus ¢tudiées, il y’a un
effet espece significatif enregistré pour les teneurs en PT (p<0,05) (Tableau 04) dont la variété
d’haricots Great Northerne a enregistré la plus grande teneur (218,19+2,78 EP mg ™ de MS) et la
variété de pois chiches Flip (20,51+2,12 EP mg ™ de MS) a révélée la plus faible teneur.

A partir de ce constat, et sans tenir compte de 1’effet variétal, les composés phénoliques

peuvent constituer, sur le plan quantitatif, une empreinte caractéristique des légumes secs

étudiés.
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1.1.2. Légumes secs cuits

Aprés cuisson a 1’eau, les teneurs moyennes en PT enregistrées des graines cuites de pois
chiches sont de I'ordre de 2,92+2,78 et 86,71+4,46pgEP mg ™ de MS pour la variété Flip et la
variété Ghab 5 respectivement. De méme, 1’analyse de la variance montre 1’existence d’un effet
variétal significatif (p<0,05) ou la variété Ghab5 a révelé la teneur moyenne en PT la plus élevée
(Tableau 04). Comparativement aux résultats de Hernandez-Salazar et al. (2010) (0,8 + 0,08 ug

EAG mg™ de MS), les teneurs enregistrées sont nettement superieurs.

Les teneurs moyennes en PT constatées des échantillons cuits de lentilles sont
équivalentes & 70,51+1,60 et 72,36 + 2,78 pgEP mg™ de MS pour la variété Ibla et la variété
Métropole, respectivement. L’analyse de la variance montre un effet variétal significatif (p<0,05)
malgré que la variété Métropole ait révélé une teneur moyenne en PT légerement plus élevée
(Tableau 04). Ces résultats semblent étre différents par comparaison a ceux obtenus par Cristobal
et al. (2010) (3,09 + 0,2 pg EAG mg™ de MS) et Hernandez-Salazar et al. (2010) (1,4 + 0,06 pg
EAG. mg’ de MS). Cette différence peut étre due, en plus de I’effet variétal, aux traitements
thermiques appliqués (méthode de cuisson, durée, température, etc.) et aux méthodes

d’extraction des PT utilisées.

Concernant les graines cuites de petits pois, les teneurs moyennes en PT constatées sont
équivalentes & 4,31+2,78 et 59,86+5,56 ug EP mg ™ de MS pour la variété Oinward et Messirl,
respectivement. La comparaison entre les deux variétés a révélé une différence significative
(p<0,05) (Tableau 04).

Quant aux teneurs moyennes en PT enregistrées des graines cuites d’haricots secs, la
variété Great Northerne a révélé une teneur en PT remarquablement élevée (35,79+3,5 ugEP
mg” de MS par rapport & celle de la variété Cannellini (23,29+2,12 pgEP mg™ de MS).
L’analyse de la variance montre un effet variétal significatif (p<0,05) (Tableau 04). Toutefois,
nos résultats ne concordent pas avec ceux de Chutipanyaporn et al. (2014) ou la teneur en PT
révélée est de 0.83 + 7,09 pg EAG mg™ de MS.

En analysant les graines cuites de féves, les teneurs moyennesen PT constatées sont
équivalentes & 173,75+8,45 et 200,14+2,78 ugEP mg™ de MS pour la variété Aguadulce et Shale,
respectivement avec un effet variétal significatif (p<0,05) (Tableau 04). Selon Wolosiak et al.
(2010), la cuisson a la vapeur de féves immatures a entrainé une diminution du contenu

phénolique de 16,22%. Les grains cuits de féve étudiées contenait des quantités plus élevées en
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composés phénoliques que ceux rapportés par Boukhanouf et al. (2016) (5,15 pg EAG mg™ de
MS). Selon Saini et al. (2016), la cuisson des grains de feve entraine une diminution de la teneur
en polyphénols de 5,65+0,85 & 3,48+0,72 pg EAG mg™ de MS.

De méme, pour les légumes secs cuits étudiés, en plus de 1’effet variétal, un effet espéce
significatif a été enregistré pour les teneurs en PT (p<0,05). En effet, l'extrait de 1’échantillon
cuit de pois chiches Var. Flip a montré la plus faible teneur moyenne en PT (2,92+2,78 ugEP
mg ™ de MS) et la plus grande teneur a été constatée pour I’extrait de I’échantillon cuit de féves

Var. Shale (200,14+2,78 ugEP mg ™ de MS) (Tableau 04).

1.1.3. Eaux de cuisson

Concernant les teneurs moyennes en PT des eaux récupérées de la cuisson de pois
chiches, les valeurs moyennes enregistrées sont equivalentes a 37,64+1,39 et 57,55+2,89 ug EP
mg ™ de MS pour la variété Flip et la variété Ghab, respectivement. De méme, I’analyse de la
variance a montré une différence significative (p<0,05) entre les deux échantillons d’eaux
récupérés. L’eau provenant de la cuisson de la variété Ghab5 a accumulé plus de PT que celle
de la variété Flip (Tableau 04).

Pour les eaux récupérées de la cuisson de lentilles, les teneurs moyennes en PT
enregistrées sont équivalentes a 133,47+1,39 et 244,12 + 4,46 ug EP mg ™ de MS pour la variété
Ibla et la variété Métropole, respectivement. Elles sont significativement différentes (p<0,05).
L’eau récupérée de la cuisson de la variété Métropole s’est avérée plus riche en PT que celle de

la variété Ibla (Tableau 04).

Les teneurs moyennes en PT notées des eaux de cuisson de petits pois sont équivalentes a
59,40+2,12 et 44,58+1,39 pg PE mg” MS pour la variété Oinward et la variété Messirl,
respectivement avec une différence significative (p<0,05). L’eau de cuisson de la variété Messirl

s’est avérée moins riche en PT par rapport a I’eau de cuisson de la variété Oinward (Tableau 04).

En ce qui concerne I’eau récupérée de la cuisson des variétés Cannellini et Great
Northerne d’haricots secs, les teneurs moyennes en PT constatées sont de 27,45+3,21 et
34,40+3,21ug EP mg™ de MS respectivement. La comparaison entre les deux teneurs a révelé
une différence significative (p<0,05). La teneur la plus élevée a été enregistrée pour 1’eau de

cuisson de la variété Great Northerne (Tableau 4).
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Quant aux teneurs moyennes en PT notées des eaux de cuisson de féves, elles sont de
’ordre de 181,62+6,42et 212,64+3,67 pg EP mg™ MS pour la variété Aguadulce et la variété
Shale respectivement, avec une différence significative (p<0,05). La plus grande teneur a été

constatée pour I’eau de cuisson de la variété Shale (Tableau 04).

Les résultats obtenus indiquent que les teneurs en polyphénols totaux sont variables selon
I’espéce et la variété étudiée. Dans le cas de lentilles et de féves, les teneurs en PT des eaux de
cuisson sont plus élevées par rapport aux échantillons cuits. En revanche, 1’inverse est constaté
avec les petits pois, les haricots et les pois chiches (Var. Messirl, Var. Great Northerne et Var.

Ghab 5, respectivement) ou les echantillons cuits ont présenté des teneurs plus élevées en PT.

1.1.4. Effet de la cuisson a ’eau sur la teneur en polyphénols totaux de légumes secs
étudiés

Pour les pois chiches analysés (Var. Flip et Var. Ghab5), une différence significative
(p<0,05) a été constatée pour la teneur moyenne en PT entre les échantillons crus et les
¢échantillons cuits. Cette différence est due a I’effet du traitement thermique sur la diffusion de

ces composes (Tableau 04).

A la lecture de la Figure 27A, il s’avére que pour la variété Flip, une quantité importante
de PT a diffusé des graines crues vers I’eau de cuisson, soit un passage de 83,52% de leur
contenu total. En revanche, les graines cuites ont enregistré une réduction de 85,76% par
rapport aux graines crues. Cependant pour la variété Ghabb, les graines cuites ont enregistré une
augmentation de 39,44% par rapport aux graines crues, et I’eau de cuisson a enregistré une
teneur plus faible que celle des graines crues. Donc, il est a constater que, dans les mémes
conditions de cuisson, la variété a un effet sur la quantité des PT diffusée dans I’eau de cuisson et
celle des échantillons cuits. Ce constat est di probablement a plusieurs facteurs notamment la
rigidité des graines qui est une des caractéristiques variétales. En effet, la rigidité des graines est
due a la dureté des parois cellulaires et a d’autres ¢léments (richesse en potassium, sodium, etc.)
intervenant dans les réactions de diffusion des composés phénoliques, De méme, certains
polyphénols non extractibles liés a d’autres composés de la paroi peuvent se dépolymériser, sous

I’effet de la chaleur, en composés simples et diffusent dans 1’eau de cuisson.

De méme pour les lentilles, un effet significatif (p<0,05) a été constaté entre les
échantillons crus, les échantillons cuits et I’eau de cuisson pour la teneur moyenne en PT. Cette

différence est due a I’effet du traitement thermique (Tableau 04) qui fragilise les parois
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cellulaires et provoque une libération du contenu cellulaire et y compris ces composés. A 1’issu
de la Figure 27B, une grande quantité¢ de PT s’est diffusée dans ’eau de cuisson de la variété
Ibla et la variété Métropole, équivalente a 39,74% et 41,63%, respectivement du contenu total
des graines crues. En revanche, pour les graines cuites, il y’a une réduction équivalente a
26,17% et 58,01% pour les variétés Ibla et Métropole, respectivement (Figure 27B). En effet, la
teneur en PT enregistrée dans I’eau de cuisson s’explique probablement aussi par la solubilité et

la diffusion de ces composés suite a I’éclatement des structures cellulaires par la chaleur.

Concernant les petits pois, une différence significative (p<0,05) a été constatée entre les
échantillons crus et les échantillons cuits pour la teneur moyenne en PT. De méme, cette
différence est due a 1’effet du traitement thermique (Tableau 04). Il s’avére aussi que pour la
variété Messirl, les graines cuites ont accumulé une teneur remarquable en PT par comparaison
aux graines crues, soit une augmentation de 107,55%. A 1’opposé, pour la variété Oinward, les
graines cuites ont perdu une teneur notable en PT par comparaison aux graines crues, soit une
réduction de 86,36% (Figure 27C). Concernant 1’eau de cuisson, il est a remarquer une diffusion
de 54,57% et 87,85% du contenu des graines crues des variétés Messirl et Oinward,
respectivement. De méme, ce constat pourrait étre di probablement a plusieurs facteurs
notamment la dureté des graines, la localisation des composés polyphénoliques a 1’échelle
cellulaire, et leur nature chimique (structure) dont certains sont facilement extractibles et d’autres

non.

Pour les deux variétés d’haricots analysées, une différence significative (p<0,05) a été
enregistrée entre les échantillons crus et les échantillons cuits pour la teneur moyenne en PT
(Tableau 04). Cette différence est due toujours a I’effet du traitement thermique. La cuisson
semble affecter négativement la teneur en PT dont les graines cuites ont enregistré une réduction
équivalente a 64,39% et 83,59% pour la variété Cannellini et la variété Great Northerne,
respectivement. Par ailleurs, les eaux de cuisson ont enregistré des teneurs plus faibles par

comparaison aux graines crues pour les mémes variétés (Figure 27D).

Pour les deux variétés de feves, une différence significative (p<0,05) due a I’impact du
traitement thermique a été constatée entre les échantillons crus et les échantillons cuits pour la
teneur moyenne en PT (Tableau 04). De méme, un effet négatif de la cuisson a été enregistré
sur la teneur en PT ou les graines cuites ont enregistré une augmentation signifiante et

équivalente a 266,87% et 239,56% pour les variétés Aguadulce et Shale, respectivement. De

51



1. Teneurs en composés phénoliques des Iégumses secs étudiés Partie 3. Résultats et discussions

méme pour les eaux de cuisson, une accumulation remarquable de I’ordre de 283,48% et

260,77% a été enregistrée pour les variétés Aguadulce et Shale, respectivement (Figure 27E).

Les résultats obtenus indiquent que les teneurs en polyphénols totaux sont variables d’une
légumineuse a 1’autre. D’aprés Xu et Chang, (2007), ce constat pourrait étre dii aux différences
de distribution et de teneur en composés phénoliques dans le tégument et les cotylédons des
especes étudiées. Il est a signaler que la plupart des études sur le contenu phénolique de
légumineuses ont concerné les graines crues et le peu de travaux publiés n’est pas concluant et
parfois contradictoire. Selon certains auteurs notamment Granito et al. (2005), les variations des
teneurs en PT constatées peuvent étre attribuées a 1’effet de températures élevées, qui provoquent
une polymérisation et/ou une décomposition dans les structures cycliques aromatiques des
polyphénols. Latha et Daniel (2001), Turkmene et al. (2005) et Granito et al. (2008), ont
constaté que les processus thermiques, notamment la cuisson, provoquent une baisse de la
teneur en PT atteignant 55%. Mittal et al. (2012), ont ajouté que la réduction de la teneur en
polyphénols pendant le traitement thermique est probablement liée a leur nature thermolabile et
leur complexation avec d'autres substances hydrosolubles. Cette perte pourrait étre due aux
liaisons existant entre le groupe hydroxyle des composés phénoliques et les groupes de
récepteurs qui forment ensemble des complexes. D’autres travaux supposent que la diminution
apparente en polyphénols pendant la cuisson n’est pas due a une diminution réelle en
polyphénols, mais a un changement de la solubilité ou de la réactivité avec des composés
chimiques. A D’inverse, Dewanto et al. (2002), signalent que la dégradation thermique
provoquée par la cuisson est compensée par une solubilisation et une extraction facilitée des
polyphénols totaux des tissus des légumes. Ces composés sont donc détectés en quantités
supérieures apres cuisson. Les auteurs de ces travaux attribuent cette augmentation a la libération
facilitée de composés phénoliques auparavant liés aux constituants cellulaires lors de la cuisson.
D’autres auteurs notamment Kruawan et al. (2012) et Chutipanyaporn et al. (2014) constatent
que le traitement thermique s'est révélé étre un facteur important qui augmentait la teneur en

polyphénols totaux.

D’autres auteurs, notamment Ismail et al. (2004), Zhang et Hamauzu (2004) et Turkméne
et al.(2005), ont évoqué que le traitement thermique entraine de nombreux changements dans
les caractéristiques physiques et dans le contenu en composés phytochimiques, en particulier, les
antioxydants présents dans les légumes, parmi lesquels figurent les composés phénoliques, mais

sans préciser s’il s’agit d’'une augmentation ou d’une réduction.
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Des composés hydrosolubles sont susceptibles d’étre perdus par diffusion dans les
liquides de cuisson comme les polyphénols. Etant donné les différentes interactions des
parametres : couple température/temps, composants du milieu, mode de traitement thermique,
etc. les données que nous possedons représentent surtout des tendances. Cependant, les
traitements de cuisson qui mettent peu ou pas les légumes en contact avec de 1’eau de cuisson
semblent préférables. En général, ¢’est la cuisson a la vapeur qui permet une rétention optimale
des micro- constituants et ceci bien sur en opposition avec la cuisson a grands volumes d’eau. En
ce qui concerne, les micro-ondes les résultats récents montrent plutét une bonne rétention

concernant les polyphénols (Makris et Rossiter, 2001).
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Figure 27. Pourcentage de variation des teneurs moyennes en polyphénols totaux (%) des

extraits de légumes secs cuits et des eaux de leur cuisson par rapport aux légumes secs crus

A : Pois chiches; B : Lentilles; C: Petits pois; D : Haricots; E : Féves
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1.2. Teneurs moyennes en flavonoides totaux
Le Tableau 05 récapitule les teneurs moyennes en flavonoides totaux (FT), exprimeées en
ug EQ/mg de matiere seéche, des différents extraits de Iégumes secs crus, légumes secs cuits et

des eaux de leur cuisson.

Tableau 05. Teneurs moyennes en flavonoides des extraits de légumes secs analysés exprimeées

en pg EQ/mg de matiére séche.

Espéces de Variétés Echantillons Teneurs moyennes en flavonoides
légumes secs totaux (LgEQ mgMS)
Pois chiches Flip Cru 16,15+0,13°
Cuit 2,15+0,872
Eau de cuisson 36,76+0,46°
Ghab 5 Cru 1,32+0,03?
Cuit 2,64+0,05"
Eau de cuisson 36,24+0,70°
Lentilles Ibla Cru 84,22+0,15"
Cuit 19,04+0,10%
Eau de cuisson 102,03+2,73°
Metropole | Cru 42,82 +0,53°
Cuit 17,64 +0,10 ¢
Eau de cuisson 183,43 +3,29°
Petits pois Oinward Cru 18,27+1,8°
Cuit 1,80+1,59°
Eau de cuisson 40,62+1,36°
Messirl Cru 27,00+0,0°
Cuit 5,36+0,08°
Eau de cuisson 30,89+0,80°
Haricots Cannellini | Cru 14,39+0,12%
Cuit 0,45+0, 009°
Eau de cuisson 0,22+0,04°
Great Cru 73,96+0,92°
Northerne | Cuit 86,50+0,70"
Eau de cuisson 10,62+0,40%
Féves Aguadulce | Cru 36,85+0,55"
Cuit 14,31+0,12°
Eau de cuisson 30,80+0,15°
Shale Cru 13,61+0,60°
Cuit 39,83+0,85°
Eau de cuisson 10,89+0,06%

La méme lettre signifie absence de différence significative (p<0,05) intra-espece.

1.2.1. Légumes secs crus
D’apres le Tableau 05, il ressort que la teneur moyenne en FT des échantillons crus de
pois chiches Var.Flip (16,15+0,13 pg QE mg *MS) est nettement plus élevée par rapport & celle

de la Var. Ghab5 (1,32+0,03 pg QE mg "“MS). L’analyse de la variance montre un effet variétal
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significatif (p<0,05). En effet, pour cette espéce, la teneur en FT semble étre un marqueur
variétal et corrélée a la taille des graines. Ce constat a été déja évoqué par certains auteurs
notamment kader (1995) et Siah et al. (2013). Ces derniers ont signalé que les petites graines
sont généralement plus riches en flavonoides que les grosses graines. Selon nos connaissances, il
existe peu d'études sur la composition phénolique détaillée de pois chiches. Parmi ces études,
celle de Sreerama et al. (2010) qui ont abordé la composition phénolique et sa distribution dans
les fractions de pois chiches moulues. Il a été constaté une présence de flavonols tels que la
quercétine, le kaempférol et la myricétine, ainsi que les isoflavones asdaidzéine et la génistéine
dans les fractions de téguments de graines avec des teneurs variables selon la variété. Par
comparaison a la littérature, la teneur moyenne en FT de pois chiches obtenue dans la présente
étude est nettement différente de celles citées par Journi et al. (2015) (0,190+0,212 ug EQ/mg de
MS) et Shruti et al.(2013) (0,15 pg QE/mg - 0,36 pug QE/mg de MS). De méme, Yadahally et al.
(2012), en employant un autre standard (la catéchine), ont trouvé une teneur en flavonoides de
pois chiches plus élevée (4,8 ug EC /mg de MS).

Concernant la teneur en FT des échantillons crus de lentilles Var. Ibla, elle est de
84,22+0,15ugEQ mg™” de MS, elle est significativement (p<0,05%) plus élevée par rapport &
celle de la Variété Metropole (42,82 + 0,53ugEQ mg™'de MS) (Tableau 05). De méme, cette
différence pourrait étre d’ordre variétal. En effet, parmi les différences perceptibles existant entre
les deux variétés, figure I’aspect du tégument, dont la variété Ibla posséde un tégument plus
épais par rapport a la variété Metropole. D’aprés Duénas et al. (2006), une proportion non
négligeable de flavonoides est localisée dans le tégument de la lentille, elle représente 8 & 11%
du contenu total de la graine et elle contribue de maniére significative a son contenu. Ces mémes
auteurs signalent que la distribution des composés phénoliques differe considérablement entre les
cotylédons et le tégument de lentilles. Dans le méme contexte, Mirali et al. (2014), ont rapporté
que les composés phénoliques des lentilles sont qualitativement et quantitativement variables
entre le tégument et les cotylédons. Zhang et al. (2018), précisent que le tégument se caractérise
par une grande quantité de certains flavonoides notamment les monomeres flavan-3-ols ainsi que
de petites quantités de glycosides de flavonols. Nos résultats sont supérieurs a ceux cités par Zou
etal. (2011) (30,0 ug EC/mg d’echantillon) qui travaillent sur Lens culinaris Var. Morton.

Quant aux échantillons crus de petits pois, la teneur moyenne en FT est équivalente a
18,27+1,8 pg EQ mg™ et 27,00+0,0 ng EQ mg™de MS pour la variété Oinward et la variété
Messirl, respectivement. Il est a signaler que, malgré cette différence, nous avons noté une

absence de différence significative entre les deux variétés (p<0,05) (Tableau 05). Par
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comparaison a la littérature, nos résultats sont différents de ceux rapportés par Segev et al.
(2010) (0,1 a 1,08 ng EC/mg d’échantillon). De méme, notre constat ne concorde pas avec le
résultat de Timoracka et Vollmannova (2010), qui ont soulevé une différence variétale
significative et 1’ont attribuée a la taille des graines, la nature du tégument et la différence de
couleur. Troszynska et al.(2002), ajoutent que les petits pois sont riches en flavonols, flavones
glycosidés et en certains composés hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques qui se localisent

dans le tégument de la graine.

Pour les échantillons crus d’haricots, les teneurs moyennes en FT des variétés Cannellini
et Great Northerne enregistrées sont équivalentes a 14,39+0,12 pg EQ mg™ et 73,96+0,92 ng EQ
mg™ de MS respectivement. Ces teneurs sont différentes significativement (p<0,05) (Tableau
05). En effet, le premier paramétre perceptible de différenciation des deux variétés est la taille
des graines. Par comparaison a la littérature, les resultats de Ganesan et Xu (2017), ne
concordent pas avec notre constat; ces derniers ont évoqué des teneurs en FT équivalentes a
1,78;259; 1,55; 1,28 ; 0,98 et 1,65 ug ER/mg d’échantillon pour les variétés Marine, Rein,
Rouge, Noire, Pinto et Canneberge respectivement. D’autres auteurs, en employant la cathéchine
comme standard, ont trouvé des résultats différents. En ’occurrence Akillioglu et Karakaya
(2009) qui ont cité des teneurs en FT équivalentes a 0,14 + 0,02 ug EC / mg de MH et 1,27 +

0,14 pug EC / mg de MH pour le haricot commun et le haricot pinto respectivement.

Cette différence pourrait étre attribuée a plusieurs facteurs notamment des facteurs
intrinséques comme la variété (génotype), et des facteurs extrinséques comme les conditions de
culture, de stockage, etc. Concernant 1’effet variétal, Espinosa et al. (2006), ont étudié I’effet de
génotype et la localisation des composés phénoliques dans les graines des haricots, ils ont conclu

que le génotype a un effet plus important sur le contenu phénolique que la localisation.

Concernant les échantillons crus de féves, les teneurs moyennes en FT sont équivalentes
4 36,85+0,55 g EQ mg™ de MS et 13,61+0,60 pug EQ mg™ de MS pour la variété Aguadulce et
la variété Shale respectivement avec une différence significative (p<0,05) (Tableau 05). D’apreés
la bibliographie, les flavonoides trouvés dans les féves, comprennent les monomeres de flavanol
(tels que la gallocatéchine, I'épipagallocatéchine et la catéchine), les proanthocyanidines
(prodelphynidines et procyanidines), les flavonols (dérivés glycosylés de myricétine, quercétine
et kaempferol), les flavanols, les isoflavones (génistéine et daidzeine) et des flavanones (Abu-
Reidah et al., 2014). Selon Boudjou et al. (2013), ce sont les cotylédons de la féve qui

contiennent la majorité des composés phénoliques. Ces résultats semblent étre différents par
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rapport a ceux d’El-mergawi et Taie (2014) ou la teneur en flavonoides enregistrée varie entre
2,73 et 4,73 ug EQ/mg de MS selon les variétés. De méme, la teneur en flavonoides des variétés
de féves de la présente etude est différente de celle citée par Chaieb et al. (2011) qui ont obtenu

des quantités oscillant entre 3,76-45,92 ug ER/mg de MS pour différentes variétés tunisiennes.

Par rapport a I’espéce, les lentilles Var.Ibla et les haricots Var.Great Northerne se sont
aveéré les plus riches en FT. A 1’opposé, le pois chiche Var. Ghab5 et la feve Var. Shale se sont

montrées les moins riches.

Pour les especes de légumes secs étudiées, un effet variétal significatif a été enregistré.
Zou et al. (2011), indiquent que cette différence pourrait étre due a plusieurs facteurs comme le
génotype, les conditions climatiques et les méthodes d’extraction, en particulier la polarit¢ du
solvant d’extraction. Benbrook (2005), ajoute que la teneur en FT varie de maniére importante

selon les variétés et le degré de maturité.

En ce qui concerne le solvant d’extraction, quel que soit le mode d’extraction, 1’éthanol et
I’acétone restent les meilleurs solvants d’extraction des flavonoides. Joki¢ et al. (2010),
rapportent que I’éthanol et I’eau sont préférables car ils ont I’avantage d’étre non polluants,
moins chers et non toxiques par rapport a d’autres solvants comme le méthanol. Conformément a
nos résultats, Bourgou et al. (2016), Annegowda et al. (2011), ont montré que les extraits
obtenus par sonication présentent des teneurs élevés en PT et en FT, comparés a ceux obtenus
par soxhlet et par macération.

La variation de la concentration du solvant d’extraction contribue a améliorer la capacité
du solvant a extraire plus de composés (Spigno et al., 2007). De ce fait, comme dans le cas des
polyphénols totaux, I’addition d’un pourcentage d’eau distillée aux solvants purs (éthanol,
méthanol et acétone) permet une nette augmentation du rendement d’extraction des flavonoides

(Robards et Antolovich, 1997).

1.2.2. Légumes Secs cuits

Concernant les pois chiches, la teneur en flavonoides totaux des extraits méthanoliques
est de 2,15+0,87 et 2,64+0,05 pg EQ mg™ de MS pour les extraits des variétés Flip et Ghab 5,
respectivement. Ces teneurs sont significativement différentes (p<0,05) (Tableaux 05).
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Quant aux échantillons cuits de lentilles, les teneurs moyennes en flavonoides sont
équivalentes & 19,04+0,10 et 17,64 + 0,10 ug EQ mg™ de MS respectivement pour les extraits
des variéetés Ibla et Metropole avec un effet variétal significatif (p<0,05) (Tableaux 05). Bellani
et al. (2019), ont analysé trois variétés de lentilles (Beluga, Villalba et Onano), leurs teneurs
enregistrées étaient inferieures a nos résultats et elles étaient équivalentes a 0,41+0,12, 2,56+0,09
et 1,330,008 ugEQ/mg de MS respectivement.

Pour les échantillons cuits de petits pois, les teneurs moyennes en FT oscillent entre
1,80+1,59 et 5,36+0,08 ng EQ mg™ de MS pour les extraits des variétés Oinward et Messirl

respectivement, avec une différence significative (p<0,05) (Tableaux 05).

Pour les échantillons cuits d’haricots, les teneurs moyennes en flavonoides sont de I’ordre
de 0,45+0,009 pg EQ mg™ de MS pour la variété Cannellini et 86,50+0,70 pg EQ mg™ de MS
pour la variété Great Northerne. L’analyse de la variance indique une différence variétale
significative (p<0,05) (Tableaux 05). Pour la méme espéce (Phaseolus vulgaris L.), Hernandez et
al. (2013), ont trouveé une teneur de 0,30 pg EC/mg de MS; ce résultat est proche de la teneur de
la variété Cannellini. De méme Garretson et al. (2018), ont enregistrés une teneur oscillant entre
3,3 et 4,6 ug EC/mg de MS pour la variété Heirloom avec un pourcentage de diminution, due a

la cuisson, égal a 41 a 57%.

La teneur moyenne en flavonoides des échantillons cuits de féves Var.Aguadulce est de
14,3140,1 ugEQ mg™ de MS et celle de la Var. Shale est de 39,83+0,85 ugEQ mg™ de MS avec
une différence significative entre les deux variétés (p<0,05) (Tableaux 05). La teneur enregistrée
par Boukhanouf et al. (2016), est nettement inferieure, elle est de 0,131+0,010 pg EQ mg™ de
MS. Dans la méme optique, Siah et al. (2013), ont signalé des teneurs plus faibles que nos
résultats (0,05 et 0,90 pug EC/mg de MS selon la variété).

1.2.3. Eaux de cuisson

Concernant les teneurs moyennes en flavonoides des eaux récupérées de la cuisson de
pois chiches, les wvaleurs oscillent entre 36,76+0,46 et 36,2440,70ugEQ mg'1 de MS,
respectivement pour les variétés Flip et Ghab5 avec une différence variétale significative
(p<0,05) (Tableau 05).
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L’eau de la cuisson de lentilles Var. Metropole a présenté la teneur la plus élevée en
flavonoides (183,43 + 3,29 ug EQ mg™ de MS) par rapport & la variété Ibla qui a présenté une
teneur de 102,03+2,73 ug EQ mg™ de MS (Tableau 05). Les teneurs enregistrées pour les deux

variétés sont nettement supeérieures a celles des extraits des échantillons cuits et crus.

Quant aux petits pois, la variété Oinward a enregistré une teneur en flavonoides élevée
(40,62+1,36 ug EQ mg™ de MS) par rapport a celle de la variété Messirl (30,89+0,80 ug EQ mg’
! de MS). Pour les deux variétés, nous avons remarqué une accumulation de flavonoides dans les

eaux de cuisson avec une différence significative (p<0,05) (Tableau 05).

Les résultats obtenus indiquent que les eaux de cuisson d’haricots Var. Cannellini et
Var.Great Northerne contiennent des teneurs faibles en flavonoides par rapport aux échantillons
crus et cuits. La teneur la plus élevée a été enregistrée dans 1’eau de la cuisson de la variété
Great Northerne (10,62+0,40 pg EQ mg™ de MS) et la plus faible a été enregistrée dans I’eau de
la cuisson de la variété Cannellini (0,22+0,04 ug EQ mg™ de MS) (Tableau 05).

Pour les féves, les teneurs moyennes en flavonoides des eaux de cuisson révéle une
différence significative p<0,05). La variété Aguadulce a présenté la teneur la plus élevée
(30,80+0,15ug EQ mg™ de MS) et la variété Shale a présenté la teneur la plus faible (10,89:+0,06
ug EQ mg™* de MS) (Tableau 05).

En conclusion, les eaux récupérées de la cuisson des espéces de légumes secs étudiées ont
accumulé des quantités non négligeables en flavonoides. L’eau de la cuisson de lentilles Var.
Metropole semble étre la plus riche et celle provenant de la cuisson des haricots Var. Cannellini

est la moins riche en flavonoides.

1.2.4. Effet de la cuisson a I’eau sur la teneur en flavonoides totaux des légumes secs
étudiés
En comparant les extraits des échantillons crus, des échantillons cuits et de I’eau de
cuisson pour la teneur moyenne en flavonoides, une différence significative a été enregistrée

entre les variétés de pois chiches analysées (Var. Flip et Var. Ghab5) (p<0,05) (Tableau 05).

Pour la variété Flip, I’eau récupérée de la cuisson a présenté la teneur la plus élevée, soit
une accumulation de 127,61% par rapport a I’extrait de I’échantillon cru. Par contre I’extrait de

I’échantillon cuit a enregistré une diminution de 86,68% toujours en le comparant avec celui de
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I’échantillon cru (Figure 28A). Ce constat pourrait étre di a la dégradation thermique de certains
flavonoides notamment les flavonols, les flavanones et les isoflavones (Aguilera et al., 2011).
Diaz-Batalla et al. (2006) et Ranilla et al. (2009), ont observé une forte variabilité dans la

réduction surtout des teneurs en flavonols de certaines variétés (entre 44 et 90%).

De méme, pour la variété Ghab 5, I’cau de cuisson s’est avérée riche en FT. A I’inverse
de la variété Flip, I’extrait de I’échantillon cuit a manifesté une augmentation de 100% par
rapport a I’extrait de 1’échantillon cru (Figure 28A). D’aprés Saharan et al. (2002), les
différences variétales constatées pourraient étre attribuées a la distribution et la teneur en ces

composés dans le tégument et les cotylédons.

Les eaux de cuisson des deux variétés de lentilles (Var. Ibla et Var. Metropole) révélent
une richesse en flavonoides par rapport aux extraits des échantillons crus et ceux des échantillons
cuits. A I’inverse, I’extrait des graines cuites variété Ibla a montré une réduction de 77,39%,
avec une différence intravariétale significative (p<0,05). De méme, I’extrait de 1I’échantillon cuit
variété Metropole a manifesté une diminution de 58,80% par rapport a 1’extrait de 1’échantillon
cru (Figure 28B).

En effet, en se référant a la littérature, ces composes se localisent dans les vacuoles et
peuvent exister sous forme d’hétérosides dans lesquels un ou plusieurs groupements hydroxyles
sont combinés a des sucres, la présence de cette fraction osidique rend les flavonoides tres

solubles dans 1’eau ce qui explique les résultats relatifs aux flavonoides (Nayak et al., 2015).

Dans le cas de petits pois, I’eau récupérée de la cuisson des variétés Messirl et Oinward
s’est caractérisée par des teneurs élevées en flavonoides totaux. En revanche, les extraits
méthanoliques des échantillons cuits ont enregistré une diminution de 80,14% et 90,14% pour
les variétés Messirl et Oinward respectivement (Figure 28C). Ceci pourrait étre dd a la richesse
de cette légumineuse en flavonoides glycosylés qui, aprés cuisson, ont été libérés et diffusés

dans 1’eau.

Quant aux haricots secs, la variété Cannellini a indiqué une diminution de la teneur en
flavonoides de 96,87% pour D’extrait de I’échantillon cuit par rapport a 1’extrait de 1’échantillon
cru et une teneur faible pour ’extrait de 1’eau de cuisson (Figure 28D). Xu et Chang (2009),
rapportent que le traitement thermique est une methode qui diminue significativement le taux de
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certains flavonoides notamment les anthocyanines, les flavan-3-ols, et les flavonols dans les
haricots secs cuits. L’extrait de 1’échantillon cuit Var. Great Northerne s’est avéré le plus riche
en FT avec une augmentation de 16,95% par rapport a 1’échantillon cru (Figure 28D). Dans le
méme axe d’étude, Ranilla etal. (2009) et Chen etal. (2015), rapportent que la cuisson
augmente d’une facon significative la teneur des flavonoides, en particulier, les flavanols et les

flavonols.

En ce qui concerne les feves Var. Aguadulce, la teneur la plus faible en FT a été
enregistrée dans le cas de 1’extrait de I’échantillon cuit avec une diminution de I’ordre de 61,16%
par rapport a I’échantillon cru (Figure 28E). Cette perte est due a la lixiviation des flavonoides
dans le milieu de cuisson (Turco et al., 2016). Ce qui permet de justifier la teneur enregistrée

dans 1’eau de cuisson

L’eau récupérée de la cuisson de la variété Shale a enregistré une teneur plus faible. En
revanche, I’extrait de [’échantillon cuit a enregistré la teneur la plus élevée (soit une
augmentation de 192,65%) par comparaison a I’extrait de 1’échantillon cru (Figure 28E). Cette
augmentation pourrait étre le résultat de la génération de nouveaux composés phénoliques de

nature flavonoidique (Siah et al., 2014).
Jiratanan et Liut (2004) rapportent que la cuisson par ébullition d’eau semble entrainer

des pertes en flavonoides tres variables en fonction de 1’espéce de 1égumes et des conditions de

cuisson.
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Figure 28. Pourcentage de variation des teneurs moyennes en flavonoides totaux (%) des
extraits de légumes cuits et des eaux de cuisson par rapport aux légumes crus
A : Pois chiches; B : Lentilles; C: Petits pois; D : Haricots; E : Féves.
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1.3. Teneurs moyennes en tanins extractibles
Le Tableau 06 indique les teneurs moyennes en tanins extractibles (TE), exprimées en ug
EAT.mg” de matiére séche, des différents extraits de légumes secs crus, cuits et des eaux de

leur cuisson.

Tableau 06.Teneurs moyennes en tanins des extraits de 1égumes secs analysés (exprimées en pug

EAT.mg” de matiére séche).

Espéces de Variétés Echantillons Teneurs en tanins totaux
légumes secs (ug EAT.mg ' MS)
Cru 2,930,087
Flip Cuit 0,33+0,03°
Pois chiches Eau de cuisson 0,47 +0,06"
Cru 2,20+0,18"
Ghab 5 Cuit 0,37+0,02°
Eau de cuisson 0,01 +0,001°¢
Cru 2,30+0,20¢
Ibla Cuit 0,12+0,03°
Lentilles Eau de cuisson 4,53+0,03"
Cru 0,02 + 0,01°
Metropole Cuit 480+0,15°
Eau de cuisson 9,06 + 0,03 @
Cru 2,13+0,30"
Oinward Cuit 0,63+0,62°
Petits pois Eau de cuisson 0,49+0,02°
Cru 2,52+0,15°
Messirl Cuit 0,39+0,03°
Eau de cuisson 0,17+0,02 2
Cru 0,24+0,06°
Great Northerne | Cuit 0,94+0,252
Haricots Eau de cuisson 0,06+0,03°
Cru 2,09+0,57¢
Cannellini Cuit 0,39+0,09°
Eau de cuisson 0,27+0,217
Cru 1,18+0,08?
Aguadulce Cuit 4,08+0,11°
Foves Eau de cuisson 2,3510,04’;
Cru 1,07+£0,01
Shale Cuit 3,61+0,08°
Eau de cuisson 2,36+0,05°

La méme lettre signifie absence de différence significative (p<0,05) intra-espéce.

1.3.1. Légumes secs crus

D’apres le Tableau 06, il ressort que dans le cas de pois chiches, la teneur en tanins
extractibles de la variété Flip (2,93+0,08ug EAT.mg™* MS) est légérement élevée par rapport a
celle de la variété Ghab5 (2,20+0,18ug EAT.mg™ MS). L’analyse de la variance entre les deux
variétés montre une différence significative (p<0,05). Dans la méme optique, Salunkhe et al.
(1990), rapportent que chez les Iégumineuses parmi lesquelles figurent les pois chiches, les

tanins se trouvent sous forme de tanins condensés. La différence variétale observée est attribuée
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probablement aux différents caractéres variétaux notamment la taille des graines et 1’aspect du
tégument. Par comparaison a certains travaux réalisés et sans tenir compte de la nature du
standard employé, les teneurs enregistrées sont nettement plus faibles que celle de Sreerama et
al. (2012) (5,12 ug EC/mg de MS).

Pour les lentilles VVar. Metropole, sa teneur en tanins est de 0,02 + 0,01pug EAT.mg™
MS. Cette valeur est nettement inférieure par rapport a celle de la variété Ibla (2,30+0,20 pg
EAT.mg' MS). L’analyse de la variance entre les deux variétés montre une différence
significative (p<0,05) (Tableau 06). En se référant a la bibliographie, Amarowicz et al. (2010),
ont rapporté une teneur en tanins condenses des lentilles de 1,92 pg EC /mg de MS. Kosinska et
al. (2011), ont précisé que ces composés sont des polymeres de flavan-3-ol. Zhang et al. (2018),
rapportent que les lentilles sont riches en proanthocyanidines qui sont des tanins. Duefias et al.
(2003), ont déja précisé la composition structurale des proanthocyanidines présents dans le
tégument des lentilles; environ 65 a 75% sont des polymeres & 7-9 MDP (degré moyen de
polymérisation), et 20 a 30% sont des oligoméres avec un MDP de 4 a 5. En effet, la différence
entre les deux variétés pourrait étre due a la nature du tégument (différence de couleur et

d’épaisseur).

Concernant la teneur en tanins des petits poisVar.Messirl (2,52+0,15ug EAT.mg™* MS),
elle est plus proche de celle de la variété Oinward (2,13+0,3 pg EAT.mg™* MS) mais avec un
effet intervariétal significatif (p<0,05) (Tableau 06). De méme, cette différence pourrait étre due
a la couleur de tégument. Troszynska et Ciska (2002), signalent que les petits pois blancs
contiennent généralement des tanins en concentrations plus faibles que les téguments pigmentés
en rouge, noir ou en bronze. Chavan et al.(2001), ont cité pour les petits pois une teneur en

tanins plus faible, équivalente & 0,257 ug EC. mg™ de MS.

Quant aux haricots secs, la variété Cannellini semble étre plus riche en tanins (2,09+0,57
ng EAT.mg" MS) que la variété Great Northerne (0,24+0,06 pg EAT.mg” MS) avec une
différence intervariétale significative (p<0,05) (Tableau 06). Sreerama et al. (2012), ont rapporté
que les haricots contiennent 2,13pug EC/mg de MS. En plus, des acides phénoliques et des
flavonoides, les proanthocyanidines ont également été largement détectés dans les haricots. Ils se
répartissent principalement dans les téguments des graines. L'influence des conditions
environnementales et du génotype sur les proanthocyanidines ont également été largement
étudiées. Barampama et Simard (1993), ont signalé que ces composes sont trés influencés a la

fois par les conditions environnementales et les facteurs génétiques.
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Concernant les variétés de feves, il s’avere que la teneur de la variété Aguadulce
(1,18+0,08 pg EAT.mg™ MS) et celle de la variété Shale (1,07+0,01 ug EAT.mg™* MS) sont trés
proches mais significativement différentes (p<0,05) (Tableau 06). Saini et al. (2016), ont trouve
des teneurs de 6,16+0,28 pg EAT/mg de MS, ces valeurs sont largement supérieures a nos
résultats. Multari et al. (2015), ont attribué la différence de contenu en tanins largement aux
génotypes. Jezierny et al. (2010), ont suggéré que cette différence pourrait étre expliquée par la
localisation des tanins condenses qui sont considérés comme étant le composé phénolique

dominant de la féeve.

D’apres Brunet (2008), la teneur en tanins d’une plante varie en fonction de plusieurs
facteurs intrinséques, tels que 1’espéce et la variété, la partie ou le stade végétatif et les facteurs
extrinseques notamment les conditions climatiques et pédologiques. Parmi les facteurs
extrinseéques plusieurs auteurs ont attribué les fluctuations de rendements d’extraction des tanins
aux solvants employés. Selon ces derniers, quelque soit le mode d’extraction, 1’eau enregistre les
teneurs les plus élevées en tanins condensés, suivie par I’éthanol et I’acétone. En revanche, le
méthanol extrait faiblement les tanins et 1’acétone posseéde la capacité¢ de solubiliser plus les
proanthocyanidines qui ne sont pas solubles dans le méthanol (Wiley, 2002 ; Naczk et Shahidi,
2006). D’apres Chavan et al. (2001), ’extraction des tanins condensés dépend de leur nature

chimique, du solvant utilisé et méme des conditions opératoires.

Les tanins contribuent grandement a la couleur. La localisation intracellulaire de ces
substances était mal connue, mais Brillouet et al. (2013) ont mis en évidence I’existence, a
I’échelle cellulaire, d’un nouvel organite cellulaire dans lequel se concentrent les tanins: le
tannosome, présent dans le stroma des chloroplastes, mais aussi dans le cytoplasme ou dans les

vacuoles.

1.3.2. Légumes secs cuits

Concernant les pois chiches cuits, la teneur en tanins enregistrée de la variété Ghab5
(0,37+0,02 pg EAT.mg*MS) s’est avérée légérement élevée par rapport a celle de la variété Flip
(0,33+0,03 pg EAT.mgMS). La comparaison entre les deux variétés ne révéle aucune
différence significative (p<0,05) (Tableau 06). En se référant & la bibliographie, Hernandez-
Salazar et al. (2010) ont signalé des teneurs nettement supérieurs (183,1+ 0,5 ug EC/mg de MS).
Ceci pourrait étre dd, en plus de la nature du standard, a la différence entre les méthodes

d’extraction et de quantification employées.
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A propos des lentilles cuites, la variété Metropole a enregistré une teneur en tanins élevée
(4,800,15 pg EAT.mg™ MS) par rapport a celle de la variété Ibla (0,12+0,03 pg EAT.mg™
MS). La comparaison entre les deux variétés a montré une différence significative (p<0,05)
(Tableau 06). La teneur signalée par Hernandez-Salazar et al. (2010) est équivalente 4 17,7 £ 0,3
png EC/mg de MS. Sans tenir compte de plusieurs facteurs (intrinseques et extrinseques), ni du

standard, cette teneur est nettement supérieure aux valeurs enregistrées dans la présente étude.

De méme, pour les petits pois, il est & remarquer que la variété Oinward a présenté une
teneur en tanins légérement élevée (0,63+0,62 ug EAT.mg™ MS) par rapport a la variété Messirl
(0,39+0,03 pg EAT.mg* MS). La comparaison entre les deux variétés ne révéle aucune
différence significative (p<0,05) (Tableau 06). Pastuszewska et al. (2004), ont enregistré une

teneur en tanins de ’ordre de 5,51 pg EAT/mg de MS.

Le haricot Var.Great Northerne semble étre le plus riche en tanins (0,94+0,25 pg EAT.
mg™® MS) par rapport a I’haricot Var.Cannellini (0,39+0,09 pg EAT. mg* MS) avec une
différence intervariétale significative (p<0,05) (Tableau 06). Selon Abusin et al. (2009), les
graines cuites d’une variété Blanche d’haricots secs ont enregistré une teneur en tanins de 0,10ug
EAT/mg de MS. Des résultats différents ont été rapportés dans une étude de Ranilla et al. (2009),
dans laquelle aucun tanin condensé n'a été détecté dans les haricots cuits de couleurs noirs et
bruns. Il a été suggeré que ce résultat résulte de la formation de complexes insolubles entre les
protéines et les tanins et entre les glucides et les tanins, conduisant a I'échec de leur extraction et

donc la non-détection des tanins dans le procédeé utilisant la réactive vanilline.

Quant aux feves, la variété Aguadulce a montré une teneur en tanins de 4,08+0,11 ug
EAT.mg™ de MS, cette valeur est supérieure a celle de la variété Shale qui a enregistrée une
teneur de 3,61+0,08ug EAT.mg™ de MS, avec une différence significative (p<0,05) (Tableau
06). Ces résultats sont supérieurs a ceux rapportés par Boukhanouf et al. (2016) qui ont trouvé
une teneur de 0,082+0,003 pg EC/mg de MS. Ces différences seraient liées a plusieurs facteurs
et en particulier au solvant d'extraction (méthanol) et la méthode analytique utilisée pour le
dosage des tanins. Par contre, Saini et al. (2016) ont signalé des teneurs proches de I’ordre de
5,56+0,97 ug EAT/mg de MS.
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1.3.3. Eaux de cuisson

Il est reconnu que les tanins sont difficilement solubles dans I’eau froide mais solubles
dans I’eau chaude (solutions colloidales). Cependant leur solubilité varie selon le degré de
polymérisation. Les solutions aqueuses ont une stabilité variable selon la structure, mais
généralement, elle est modérée. Comme tous les phénols, les tanins, en solutions aqueuses,
précipitent par réaction avec des bases azotées, des polysaccharides, certains alcaloides

hétérosides et certaines protéines.

L’accumulation des tanins en milieu aqueux s'appuie sur le phénomene de diffusion en
créant une différence de concentration en tanins entre la matrice cuite et le milieu aqueux qui
I'entoure. Ce phénomeéne obéit a la loi de Fick qui stipule que les tanins ne peuvent étre extraits

que si leur concentration dans la graine est supérieure a celle du milieu aqueux.

En ce qui concerne I’eau de cuisson des pois chiches, la variété Ghab 5 a enregistré une
teneur en tanins inférieure (0,01 +0,001pg EAT.mg™ MS) par rapport & celle de la variété Flip
(0,47 +0,06 ug EAT.mg™ MS). Ces deux teneurs sont significativement différentes (p<0,05)
(Tableau 06).

L’eau de cuisson récupérée des lentilles Var. Ibla et VVar. Metropole a enregistré des
teneurs en tanins élevées, respectivement de 4,53+0,03pug EAT.mg? MS et 9,06 +0,03 pg
EAT.mg" de MS. La comparaison entre les deux variétés montre une différence significative
(p<0,05) (Tableau 06).

Quant aux petit pois, I’eau de cuisson récupérée de la variété Oinward a donné une
teneur en tanins élevée (0,49+0,02ug EAT.mg™ de MS) par rapport & celle de la variété Messirl
(0,17+0,02ug EAT.mg™ de MS). La comparaison entre les teneurs de deux variétés révéle une
différence significative (p<0,05) (Tableau 06).

Pour les haricots secs, I’cau de cuisson récupérée de la variété Great Northerne a
enregistré une teneur en tanins inférieure (0,06+0,03pg EAT.mg™ de MS) par rapport a celle de
la variété Cannellini (0,27+0,21 pg EAT. mg™ de MS). Ces deux teneurs sont significativement
différentes (p<0,05) (Tableau 06).
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Concernant les variétés étudiées de feves (Var.Aguadulce et Var. Great Northerne), les
teneurs en tanins dans les eaux de cuisson récupérées sont trés proches, mais différentes

significativement (p<0,05) (Tableau 06).

En récapitulation, 1’évaluation des teneurs moyennes en tanins extractibles (TE),
exprimées en pg EAT.mg™ de MS, des différents extraits des échantillons crus, échantillons
cuits et des eaux de leur cuisson, montre que les féves sont les plus riches en tanins extractibles.
Cependant, les haricots secs (Var. Great Northerne) se avéré les moins riches. En effet, en plus
de I’effet espeéce, ces différences peuvent attribuer a la distribution et la teneur en composés

phénoliques dans le tégument et les cotylédons chez les léegumineuses (Xu et Chang, 2007).

Selon Joki¢ et al. (2010), ’augmentation de la température favorise d’une part la
diffusion et la solubilité des substances extraites, et d’autre part elle détruit certaines substances
fragiles. Cette augmentation des teneurs en tanins dans les extraits peut étre expliquée par la
destruction par la chaleur des polyphénols oxydases (PPO) qui baissent la teneur en polyphénols;
ainsi, la rupture des liaisons entre les polyphénols et d’autres substances (protéines,
polysaccarides...) menant a l'accessibilité a ces principes actifs ce qui explique leur abondance

(Lutz et al., 2011).

1.3.4. Effet de la cuisson a I’eau sur la teneur en tanins extractibles

La littérature scientifique ne recense pas d’études sérieuses sur les propriétés
thermodynamiques des tanins présents dans les légumes secs. La cuisson des pois chiches a
entrainé une diminution de la teneur en tanins de 88,73% et 83,18% respectivement pour la
variété Flip et Ghab5 avec une absence de différence significative (p<0,05) (Figure 29A). Au
sujet des eaux récupérées de la cuisson; les teneurs révélées pour la variété Flip et la variété
Ghab5 sont tres faibles (p<0,05) (Figure 29A).

La réduction de la teneur en tanins aprés cuisson pourrait étre due a la réduction de
I'extractibilité des tanins, en augmentant leur polymérisation, ce qui a donné des valeurs plus
faibles (Van der Poel et al., 1992).

Pour les lentilles, la variété Metropole a présenté une nette augmentation de la teneur en
tanins apres cuisson de 1’ordre de 23900% par rapport a 1’état cru. Par contre, ce n’est pas le cas
pour la variété Ibla ou une diminution de 94,78% a été enregistrée (Figure 29B). Les travaux

consultés concernant I’impact de la cuisson sur la teneur en ces composés est souvent
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contradictoires. A titre d’exemple, Xu et Chang (2007), ont signalé que les lentilles cuites ont
enregistré une valeur de tanins condensés supérieure a celles enregistrées dans les graines crues
de 11 variétés. A I’inverse, Calixto et al. (2007), ont indiqué que la teneur enregistrée dans une
variété de lentilles cuites est inférieure par comparaison a 1’état cru. La différence pourrait étre
due aux variétés agronomiques et les méthodes utilisées pour I'extraction et la quantification de

ces COMpOoses.

Les résultats relatifs aux eaux de cuisson dévoilent des teneurs importantes et parfois
exagérantes en tanins pour les lentilles Var. Ibla et VVar. Métropole, respectivement. De méme, et
d’apres les résultats illustrés dans la Figure 29B, les eaux de cuisson détiennent des teneurs

élevées en tanins par rapport aux lentilles cuites et crues.

Les résultats relatifs aux graines cuites des petits pois dévoilent une diminution de
concentrations en tanins variant entre 70,42% pour la variété Oinward et 84,52% pour la variété
Messirl. Les quantités de tanins détectés dans les eaux de cuisson des deux variétés semblent
étre faibles (Figure 29C).

Une augmentation dans la teneur en tanins de 291,6% a été enregistrée dans les graines
cuites de la variété Great Northerne d’haricots secs. Par ailleurs, une diminution de 81,33% a été
enregistrée dans les graines cuites de la variété Cannellini (Figure 29D). Ce dernier résultat
concorde avec les travaux de Perez et al. (2008), qui ont indiqué que la teneur en tanins
condensés des haricots communs (P. vulgaris L., cv Negro 8025) diminue par le traitement
thermique. Dans le méme contexte, Wolosiak et al. (2010) ont montré que la cuisson provoque
une diminution de la teneur en tanins de 12%. De faibles concentrations en tanins sont apercues

dans les eaux de cuisson des haricots variété Great Northerne et variété Cannellini (Figure 29D).

L’analyse statistique montre une différence significative entre les deux variétés de féves
(Aguadulce et Shale) (p<0,05) (Tableau 06). Une augmentation de la teneur en tanins dans les
graines cuites des deux varietés a été enregistrée par rapport aux échantillons crus, elle est de
237,38% et 245,76% pour la variété Shale et la variété Aguadulce respectivement. Pour le cas
des eaux de cuisson récupérées, des teneurs élévées ont été révélé pour les deux variétés (Figure
29E).

Les proanthocyanides (tanins) sont reconnus pour former une partie importante des

polyphénols alimentaires mais ils ont été peu étudiés. Les méthodes de dosage étant moins
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répandues que celles disponibles pour les polyphénols monomeres. Ces molécules semblent étre
stables au traitement thermique, d’éventuelles pertes auront lieu surtout en début de cuisson

avant I’inactivation des polyphénols oxydases (Neve, 2002).

Les polyphénols et y compris les tanins sont susceptibles d’étre oxydés durant la
destruction tissulaire et avant inactivation enzymatique. Cependant, il semble qu’ils soient
relativement stables a 1’exception des anthocyanes. Des processus comme 1’écrasement,
I’extraction et le chauffage modifient les caractéristiques structurales des aliments en libérant les
antioxydants qui se trouvent normalement localisés dans les liposomes ou des membranes. Ceci
les rend plus sensibles a 1’oxydation et aux interactions avec d’autres constituants, mais d’un

autre coté ils peuvent gagner par la biodisponibilité (Néve, 2002).
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Figure 29. Pourcentage de variation des teneurs moyennes en tanins extractibles (%) des

extraits de légumes secs cuits et des eaux de cuisson par rapport aux légumessecs crus

A : Pois chiches; B : Lentilles;

C : Petits pois;

D : Haricots; E : Féves.
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1.4. Teneurs moyennes en anthocyanines

Le Tableau 07 expose les teneurs moyennes en anthocyanines, exprimées en pg ECy-3-Glu.mg™

de matiére seche, des différents extraits de légumes secs crus, légumes secs cuits et des eaux de

leur cuisson.

Tableau 07. Teneurs moyennes en anthocyanines des extraits de légumes secs (ug ECy-3-Glu.

mg ™ de MS).
Especes de Variétés Echantillons Teneur moyenne des anthocyanes (mg
légumes secs ECy-3-Glu.g! de MS).
Cru 13,35+2,77°
Flip Cuit 79,77+1,47°
H C
Pois chiches Eau de cuisson 4,36+0,2
Cru 0,770,147
Ghab 5 Cuit 28,63+0,93°
Eau de cuisson 27,49+0,04°
Cru 53,45+3,35%
Ibla Cuit 48,96+3,13°
Lentilles Eau de cuisson 5'6910’6000
Cru 18,63+1,00
Metropole Cuit 6,83+5,37°
Eau de cuisson 0,39+0,10"
Cru 2,51+0,772
Oinward Cuit 69,19+1,94°
Petits pois Eau de cuisson 1,6010,17;
Cru 1,11+0,43
Messirl Cuit 36,53+2,54°
Eau de cuisson 1,71 +0,10 7
Cru 0,94+0,45%
Great : 5
Northerne Cuit _ 0,3910,12C
Haricots Eau de cuisson 0,1+0,03 ;
Cru 2,09+0,57
Cannellini Cuit 0,34+0,06°
Eau de cuisson 1,09+0,12"
Cru 4,08+0,11%
Aguadulce [ Cuit 6,35+0,04°
\ Eau de cuisson 1, 83+0,04°
Feves Shale cru 3,10%1,267
Cuit 5,23+0,34°
Eau de cuisson 2,78+0,05

La méme lettre signifie absence de différence significative (p<0,05) intra-espece.

1.4.1. Légumes Ssecs crus

D’apres le tableau 07, il ressort que la teneur en anthocyanines des pois chiches Var. Flip

(13,35+2,77 ug ECy-3-Glu.mg™ de MS) est plus importante que celle de la variété Ghab5
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(0,77+0,14 ng ECy-3-Glu.mg™ de MS). La comparaison entre les deux variétés a montré une
différence significative (0<0,05) (Tableau 07).

De méme, la teneur en anthocyanines des lentilles crues Var. Ibla (53,45+3,35 pug ECy-3-
Glu.mg™ de MS) est nettement élevée par rapport & celle de la Var. Metrople (18,63+10pg ECy-
3-Glu.mg™ de MS). La comparaison entre les deux variétés a révélé une différence significative
(p<0,05). Les valeurs obtenues dans la présente ¢tude sont différentes de celle rapportée par
Oomah et al. (2011), qui est de 0,20 pg ECy-3-Glu.mg™ de MS pour les lentilles, variété rouge.
Quant aux petits pois, la teneur en anthocyanines de la variété Oinward est de 2,51+0,77 pg
ECy-3-Glu.mg™ de MS. Cette valeur est supérieure par rapport a celle de la variété Messirl
(1,11+0,43 pg ECy-3-Glu.mg™ de MS). La comparaison entre les deux variétés révéle une
différence significative (p<0,05) (Tableau 07). Par comparaison a certains travaux, les valeurs
obtenues dans la présente étude sont différentes de celle rapportée par Oomah et al. (2011), qui
est de 0,17 mg ECy-3-Glu/g de MS pour les pois jaunes.

Pour les haricots secs, la variété Cannellini semble étre plus riche en anthocyanines
(2,09+0,57 pg ECy-3-Glu.mg™ de MS) que la variété Great Northerne (0,94+0,45 pg ECy-3-
Glu.mg® de MS) avec une différence intervariétale significative (p<0,05) (Tableau 07). En se
référant a la bibliographie, Lin et al. (2008) ont rapporté une teneur en anthocyanines des
haricots secs blancs est de 2,74 ug ECy-3-Glu.mg™ de MS. Cette teneur est proche de celle de
la variété Cannellini analysée dans la présente étude. Dans le méme contexte, certains auteurs
ont signalé des teneurs plus faibles, notamment Espinosa-alonso et al. (2006) (0,01 a 1,85 ug
ECy-3-Glu /mg de MS) et Dzomba et al.(2013) (0,0028 + 0,01 pug ECy-3-Glu /mg de MS).

Il est a remarquer que les teneurs moyennes en anthocyanines de féves sont
remarquablement ¢€levées; elles sont de 1’ordre de 4,08+0,11 et 3,10+1,26 pg ECy-3-G|u.mg'1 de
MS, pour la variété Aguadulce et la variété Shale respectivement; et elles sont significativement
différentes (p<0,05) (Tableau 07). Par comparaison & certains travaux, Johnson et al. (2020), ont
analysé les anthocyanines de dix variétes de feves et les teneurs enregistrées sont plus faibles. La
teneur la plus élevée est de 0,21+ 4,3 ug Ecyd-3-glu /mg de MS pour la variété PBA Nasma et la
plus faible est de 0,127+ 3,4 pg ECy-3-Glu /mg de MS pour la variété PBA Samira.

A travers ces résultats, il s’avére que la teneur en anthocyanines varie de maniere
importante selon les especes et méme les variétés. Horbowics et al. (2008) ajoutent comme

autres facteurs pouvant affecter la teneur en ces composés, le solvant d’extraction, la méthode
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d’extraction, le standard employé, la temperature et la lumiére, les modes de culture (greffe,

fertilisation,...) ou plus largement les modes de production (plein champ, hors sol,...).

Schreiner (2005) précise que chez les légumes, le rayonnement et la température jouent
un role marqué. L’intensité du rayonnement a une influence prouvée sur le métabolisme des
flavonoides et des anthocyanes. Par exemple, les légumes exposés a la lumiere solaire
contiennent davantage de flavonoides et des anthocyanes que les légumes cultivés sous
ombrage.Veit-Kohler et al. (1999) ajoutent que 1’apport en eau jouerait un grand réle dans la
teneur en composé€s bioactifs, ainsi une réduction en eau serait accompagnée d’une
augmentation de la teneur en matiére active. De méme, selon Finley (2005), les années de culture
et de récolte induisent des écarts importants en particulier sur les teneurs en composés
phénoliques. La fertilisation et 1’irrigation pris individuellement ou en interaction sont deux
techniques culturales qui ont été étudiées comme facteurs de variation des micro constituants
vegetaux. Une fertilisation spécifique peut étre utilisée pour augmenter la teneur en composes

bioactifs de produits récoltés.

La charge en graines dans les gousses est connue comme pouvant modifier la teneur en
polyphénols totaux et en anthocyanes, associée a une apparence plus attractive et a une meilleure

qualité organoleptique des gausses les moins chargés (Stopar et al., 2002).

1.4.2. Légumes secs cuits

A Tissu des résultats enregistrés, la teneur en anthocyanines de la variété Flip
(79,77+1,47 pg ECy-3-Glu.mg™ de MS) est supérieure par rapport a celle de la variété Ghab 5
(28,63+0,93 pg ECy-3-Glu.mg™ de MS). La comparaison entre les deux variétés révéle une
différence significative (p<0,05) (Tableau 07). De méme, les valeurs obtenues dans la présente
étude sont différentes de celle rapportée par Cristobal et al. (2010), qui sont 14,9 + 0,6 ug de
chlorure de pelargonidine/g de MS.

Quant aux lentilles, la teneur en anthocyanines de la Var.lbla s’est avérée plus élevée
(48,96+3,13 ug ECy-3-Glu.mg™ de MS) que celle de la variété Metropole (6,83+5,37 ug ECy-3-
Glu.mg® de MS). La comparaison entre les deux variétés révéle une différence significative
(p<0,05) (Tableau 07). Les valeurs obtenues dans la présente étude sont différentes de celle
rapportée par Cristobal et al. (2010), qui est de 36,2 + 0,6 g de chlorure de pelargonidine/g de
MS.
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On remarque que pour les petits pois, la variété Oinward contient une teneur en
anthocyanines élevée (69,19+1,94 pg ECy-3-Glu.mg™ de MS) par rapport a celle des petits pois
Var. Messirl (36,53+2,54pg ECy-3-Glu.mg™ de MS). La comparaison entre les deux variétés
révéle une différence significative (p<0,05) (Tableau 07).

Quant aux haricots secs, la variété Cannellini a donné une teneur de 0,34+0,06 ug ECy-
3-Glu.mg™ de MS et le haricot Great Northerne a donné une teneur de 0,39+0,09 pg ECy-3-
Glu.mg™ de MS. Cette différence est due a la méthode d’extraction suivie, les variétés étudiées

et la méthode de cuisson.

Pour les feves, la variété Aguadulce a enregistré une teneur de 6,35+0,04 pug ECy-3-
Glu.mg™ de MS et la variété Shale a donné une teneur de 5,23+0,34 pug ECy-3-Glu.mg™ de MS

avec une signification de différence (p<0,05) (Tableau 07).

1.4.3. Eaux de cuisson

En ce qui concerne les eaux de cuisson des pois chiches Var. Flip et Var. Ghab 5, elles
montrent des teneurs en anthocyanines équivalentes a 4,36+0,2 et 27,49+20,04 pug ECy-3-
Glu.mg™ de MS respectivement avec une différence significative (p<0,05) (Tableau 07).

Dans le cas des lentilles, les eaux de cuisson des variétés Ibla et Metropole ont enregistré
des teneurs en anthocyanines de 5,69+0,60 pg ECy-3-Glu.mg™ de MS et 0,39+0,10 pg ECy-3-
Glu.mg' de MS, respectivement. La comparaison entre les deux variétés révéle une différence
significative (p<0,05) (Tableau 07).

Quant aux petits pois, les variétés Oinward et Messirl, les eaux de cuisson ont enregistré
de faibles teneurs en anthocyanines proches (1,60+0,17 et 1,71 +0,10 pg ECy-3-Glu.mg™ de
MS) respectivement. Toutefois, la comparaison entre les deux variétés a révelé une différence
significative (p<0,05) (Tableau 07).

L’eau de cuisson d’haricots Var. Cannellini a enregistré une teneur de 1,09+0,12 pg
ECy-3-Glumg™ de MS, cette valeur est trés proche de celle de la variété Great Northerne
(0,1+0,03 pg ECy-3-Glu.mg™ de MS). Cependant, la comparaison entre les deux variétés a
révelé une différence significative (p<0,05) (Tableau 07).
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Concernant les féves, I’eau de cuisson de la variété Aguadulce est de 1,83+0,04 pg ECy-
3-Glu.mg™ de MS et I’eau de la cuisson de la variété Shale est de 2,78+0,05 pug ECy-3-Glu.mg™
de MS avec une différence significative (p<0,05) (Tableau 07).

1.4.4. Effet de la cuisson a I’eau sur la teneur en anthocyanines

Les résultats obtenus indiquent que pour les pois chiches, une augmentation de la teneur
en anthocyanines a été constatée lors de la cuisson des graines de la variété Flip et la variété
Ghabb. Cette augmentation est de 497,52% pour la variété Flip et 3618,18% pour la variété
Ghab 5. La teneur en anthocyanines de I’eau de cuisson de la variété Flip faible, par contre on
constate une forte accumulation des anthocyanines dans 1’cau de cuisson de la variété Ghab5b. La

comparaison entre les deux variétés révele une différence significative (p<0,05) (Figure 30A).

En ce qui concerne les lentilles cuites, Var. Ibla et Var. Metropole, les teneurs en
anthocyanines ont été diminués de 8,4% et 63,33% respectivement par rapport aux graines crues.
La comparaison entre les deux variétés révele une différence significative (p<0,05) (Figure 30B).
Une quantité des anthocyanines a diffusé dans 1’cau de cuisson des deux variétés. Elle est de

89,35% pour la variété Ibla et de 97,90% pour la variété Metropole (par rapport a 1’état cru).

Quant aux petits pois Oinward et Messirl, une nette augmentation de I’ordre de
2656,57% et 3190,99% a été enregistrée respectivement apres cuisson avec une différence
significative. En ce qui concerne 1’eau de cuisson de la variété Oinward, la quantité diffusée est
égale a 36,25% du contenu des graines crues. Par contre, une accumulation des anthocyanines a
été détectée dans 1’eau de cuisson de la variété Messirl, équivalente & 54,05%. Les deux teneurs

sont significativement différentes (p<0,05) (Figure 30C).

Pour les haricots, la cuisson des graines a engendré une diminution de la quantité des
anthocyanines de 58,51% et 83,73% pour la variété Great Northerne et la variété Cannellini
respectivement. De méme, une quantité non négligeable s’est diffusée vers I’eau de cuisson des
deux variétés, elle est de 89,36% pour variété Great Northerne et 47,84% pour la variété
Cannellini, avec une différence significative (p<0,05) (Figure 30D).

La cuisson des graines de féves a provoqué une augmentation de la teneur en
anthocyanines de 68,70% pour la variété Shale et 55,63% pour la variété Aguadulce avec une

différence significative (p<0,05). La quantité diffusée dans 1’eau de cuisson de la variété Shale
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est de 10,32% et celle de la variété Aguadulce est de 55,14% avec signification de différence
(p<0,05) (Figure 30E).

m Graines cuites
® Eaux de cuisson
A
497,52
Var. Flip Var.Ghab5
-67,34
m Graines cuites 3190,99 m Graines cuites
m Eaux de cuisson m Eaux de cuisson
2656,57
54,05 | ¢ D
Var.Oinward Var.Messirl
' -89,36
m Graines cuites 68,7
® Eaux de cuisson 55 63
E

-55,14

Figure 30. Pourcentage de variation des teneurs moyennes en anthocyanines (%) des extraits
de légumes secs cuits et des eaux de cuisson par rapport aux Iégumes secs crus
A : Pois chiches; B : Lentilles; C: Petits pois; D : Haricots; E : Féves
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2. Profils chromatographiques des composés phénoliques
La comparaison des temps de rétention des extraits des légumes secs analysés et enregistrés
dans les différents chromatogrammes avec ceux des standards a permis 1’identification de

leurs profils en composés phénoliques.

2.1. Profils chromatographiquesdes extraits de lentilles

Le profil chromatographique des extraits de la variété Ibla a permis de révéler des
composés phénoliques en nombre de 15, 12 et 15 dans les extraits de légumes crus, légumes
cuits et I’ecau de cuisson, respectivement (Figure 31).Quant a la variété Métropole, des
composes en nombre de 14, 10 et 16 ont éte détectés dans les extraits de légumes crus, les
légumes cuits et 1’eau de cuisson, respectivement (Figure 32).

Les valeurs des concentrations (exprimées en ug analyte/g d’extrait) des extraits de
I[égumes crus, cuits et de 1’eau de cuisson des variétés de lentilles ainsi que les pourcentages
de variation (%) par comparaison aux extraits de legumes crus sont récapitulés dans le
Tableau 08.
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Figure 32. Profils chromatographiques des composés phénoliques des extraits de lentille Var.

Metropole :

A. crue

B. cuite

C. eau de cuisson.
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Tableau 08. Concentration (g /g) des extraits de lentilles crues et cuites et des eaux de cuisson et
pourcentages de variation par rapport aux extraits de lentilles crues.

Analytes Variétés Ech. cru | Ech. cuit| TV Eau de TV (%)
Acide gallique Métropole 125,95 | 133,71 | +6,16 702,65 +457,88
Ibla 224,51 71,55 -68,13 1978,4 +781,21
Acide chlorogenique Métropole ND ND 14,15 CN
Ibla ND ND 67,21 CN
Acide protocatechique Métropole 67,07 65,49 -2,36 533,23 +695,04
Ibla 86,62 46,03 | -46,86 1093,85 +1162,81
Acide tanique Métropole 3734,71 | 4127,67 | +10,52 30597,25 +719,27
Ibla 14299,15| 2512,28 | -82,43 22424,82 +56,83
Acide tr- caffeique Métropole ND ND 18,64 CN
Ibla 1,76 ND 25,82 +1367,05
Vanilline Métropole ND ND ND
Ibla ND ND ND
Acide p-coumarique Meétropole 17,81 ND 556,26 +3023,30
Ibla 27,96 14,49 -48,18 311,21 +1013,05
Acide rosmarinique bfcticpels ND ND ND
Ibla ND ND ND
Rutine Métropole 13,94 ND ND
Ibla ND ND ND
Hesperidine Métropole 17,71 ND ND
Ibla 62,25 ND ND
Hyperoside Métropole 185,03 108,18 | -41,53 578,02 +212,39
Ibla 275,04 80,22 -70,83 436,47 +58,69
. . Métropole 88,35 68,55 -22,41 345,37 +290,91
Acide 4-OH benzoique Ibla 88,92 | 51,15 | 42,48 | 28563 221,22
Acide salicylique Métropole 77,92 61,01 -21,70 287,31 +268,72
Ibla 79,5 46,28 -41,79 260,98 +228,28
Myricetine Métropole ND ND ND
Ibla ND ND ND
Fisetine Métropole 297,76 157,26 | -47,19 259,9 -12,71
Ibla 265,72 254,04 -4,40 173,62 -34,66
Coumnarine Métropole ND ND ND
Ibla ND ND ND
Quercetine Métropole ND ND 178,69 CN
Ibla ND ND 51,99 CN
Naringenine Métropole 5,47 2,15 -60,69 12,71 +132,36
Ibla 6,17 5,52 -10,53 12,25 +98,54
Hesperetine Métropole ND ND 9,7 CN
Ibla 3,78 ND ND
Luteoline Meétropole 132,54 71,84 | -45,80 587,11 +342,97
Ibla 304,36 96,82 | -68,19 793,06 +160,57
Kaempferol Métropole 133,28 76,46 | -42,63 578 +333,67
Ibla 288,2 94,97 -67,05 755,77 +162,24
Apigenine Métropole 3,16 ND 9,15 +189,56
Ibla 12,1 4,97 -58,93 15,49 +28,02
Rhamnetine Métropole ND ND ND
Ibla ND ND ND
Chrysine Métropole ND ND ND
Ibla ND ND ND

TV(%) : Taux de variation (en %) par rapport a I’extrait cru ; + : Augmentation ; - : Réduction ; ND : Non détecté ;

CN : Composé néoformé.
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2.1.1. Extraits de lentilles crues

L’analyse du profil phénolique de I’extrait des lentilles crues VVar. Métropole, montre
que ’acide tanique est le composé majoritaire. En revanche, quatre composés détectés sont
minoritaires et qui sont : 1’acide p-coumarique, 1’hesperidine, la naringenine et I’apigenine.
D’autres composés ayant des concentrations révélées variables ont été aussi détectes.
Parll¢lement, six composés n’ont pas pu étre détectés; il s’agit de 1’acide chlorogenique, la

quercetine, I’hespéritine, 1’acide tr-cafeique et la rutine .

Quant a la variété Ibla, I’extrait de I’échantillon cru s’est révélé aussi riche en
composés phénoliques. Le composé majoritaire est le méme que celui de la variété Métropole
(acide tanique). Parallélement, les composés minoritaires ou faiblement détectés sont 1’acide
tr- caffeique, la naringenine, 1’hesperetine et I’apigenine. Certains composés n’ont pas pu étre
été détectés comme I’acide chlorogenique, la rutine et la quercetine. De méme, d’autres
composés ayant des concentrations variables ont ét¢ détectés et qui sont 1’acide gallique,

I’hyperoside, la fisetine, la luteoline et le kaempferol.

D’aprés ces résultats, on suggére que les deux variétés présentent des carctéristiques
communes, notamment la présence d’un composé majoritaire commun (acide tanique), elles
sont dépourvues de trois composés communs (acide chlorogenique, rutine et quercetine) et
qu’elles présentent trois composés minoritaires communs (hesperidine, naringenine et
apigénine). En effet, ces carctéristiques peuvent étre propres a 1’espéce Lens culinaris (les
lentilles) et constituent son empreinte phénolique. En se référant a la bibliographie, certains
auteurs notamment Mirali et al. (2014), ont détecté d’autres composés phénoliques dans les
lentilles (Lens culinaris Var. Medik.) qui se caractérisent par une forme de disque et une
couleur verte. Ces composés sont ’acide salicylique, 1’acide vanillique -4-p-d-glucoside, la (-
)-gallocatechine flavan-3-ols, la procyanidine B1, les proanthocyanidines, la catechine-3
glucoside flavan-3-ols, la (+)-catechine flavan-3-ols, la (z)-catechine, le kaempferol
dirutinoside, le kaempferol-3-O-robinoside-7-O-rhamnoside, la resveratrol-3-f-mono-d
glucoside, la myricetine-3-O-rhamnoside, la quercetine-3-O-rhamnoside, la luteolin-4'-O
glucoside, le 4-hydroxy-6-methylcoumarine et la luteoline.

En effet, les différences observées pourraient étre attribuées a plusieurs facteurs
notamment les méthodes d’extraction et d’identification des composés phénoliques, la nature

du standart employé pour leur identification et la structure chimique du composé phénolique
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en question. Aussi, elles peuvent étre attribuées au facteur variétal et aux conditions
environnementales (conditions de culture, etc.). Dans le méme contexte, Schreiner (2005) a
évoqué que I’intensité de rayonnement influe sur le métabolisme des flavonoides. Il rapporte
que les légumes exposés a la lumiere solaire contiennent davantage de flavonoides que les
Iégumes cultivés sous ombrage. Dragovic-Uzelac et al. (2007) suggérent que la région de
culture pourrait avoir un effet d0 & la combinaison des facteurs environnementaux et leurs
interactions. Stopar et al. (2002), ont étudié séparément 1’effet de la fertilisation et de
I’irrigation, et méme leur interaction. Il s’est avéré que ces deux opérations constituent des
facteurs de variation de micro-constituants végétaux. Cependant, malgré ce constat, la gamme
de variations d’origine climatique ou agronomique apparait bien moins importante en
amplitude que les variations d’ordre génétique. De plus, il peut exister des interactions entre

ces facteurs.

2.1.2. Extraits de lentilles cuites

Pour les lentilles cuites Var. Métropole, le composé majoritaire est toujours 1’acide
tanique. Parmi les composés minoritaires détectés, quatre composés sont soit quasiment
absents, soit existant mais en faibles concentrations (inferieure au seuil de détection). Ce
constat s’explique probablement par le fait qu’ils aient soit complétement diffusés dans 1’eau
de cuisson, soit dégradés dans leur totalité¢ aprés cuisson. Il s’agit de composés suivants :
acide p-coumarique, rutine, apegenine et hesperidine. En comparaison toujours a 1’état cru,
une réduction importante a été enregistrée pour certains composés, notamment, la naringenine
(60,69%), la fisetine (47,19%), la luteoline (45,80%), le kaempferol (42,63%), I’hyperoside
(41,53%), I’acide 4-OH benzoique (22,41%), I’acide salicylique (21,70%) et & moindre degré
I’acide protocatechique (2,36%). Par ailleurs, deux composés seulement ont montré une
augmentation relative de teneurs par rapport a 1’état cru, c’est le cas de 1’acide gallique

(6,16%) et de I’acide tanique (10,52%).

Concernant la variété Ibla , les composés phénoliques détectés sont en nombre de
douze (12) et leurs teneurs sont plus faibles par rapport a ceux détectés a 1’état cru. De méme
une réduction de teneurs des autres composés phénoliques a été observée, en I’occurence
I’acide tanique (82,43%), I’hyperoside (70,83%), la luteoline (68,19%), ’acide gallique
(68,13%), le kaempferol (67,05%), I’apigenine (58,93%), 1’acide p-coumarique (48,18%),
I’acide protocatechique (46,86%), 1’acide 4-OH benzoique (42,48%), I’acide salicylique
(41,79%) et a moindre degre la naringenine (10,53%) et la fisetine (4,40%). La comparaison
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de la composition de I’extrait de I’échantillon cuit et celle de 1’extrait de 1’échantillon cru,
montre une diffusion ou une dégradation totale de certains composés, notamment
I’hesperetine, 1’acide tr- caffeique et 1’hesperidine. En effet, ces composés sont a la fois
thermosensibles et hydrosolubles, ce qui signifie qu'ils sont détruits a haute température et que
leurs produits de dégradation passent dans I'eau de cuisson. Dans la méme optique, Han et
Baik (2008) ont rapporté que la teneur phénolique totale de lentilles est réduite d'environ 16 a
41 % apres cuisson. Zhanga et al. (2018) ont constaté que la cuisson provoque des réductions
significatives (P <0,05) de la procyanidine et des acides phénoliques: gallique, chlorogénique,

sinapique et p-coumarique.

A I’issu de ces résultats, il semble que la cuisson affecte de maniere significative le
profil phénolique des lentilles. La stabilit¢ des composés phytochimiques pendant le

traitement thermique a été et reste une préoccupation majeure.

2.1.3 Eaux de cuisson de lentilles

Concernant 1’eau récupérée de la cuisson de la variété Métropole, le composé
majoritaire est toujours 1’acide tanique. Il est a suggérer que 1’apparition de ce composé soit
due a son comportement métabolique et sa structure. C’est est un polyester de glucose et
d’acide gallique (tanin hydrolysable), qui diffuse facilement dans 1’eau de cuisson apres
dégradation thermique de la paroi et de la membrane cellulaire. De méme dans le milieu
extracellulaire, la polymérisation du glucose et de 1’acide gallique, provenant de la
dégradation de ’acide tanique intracellulaire ou des autres composés, peut aussi avoir lieu et
aboutir a sa synthese. Quatre (4) composés néoformés ont été détectés dans 1’eau de cuisson
de cette méme variété (Tableau 08). Il s’agit de I’acide chlorogenique, 1’acide tr-caffeique, la
quercetine et 1’hesperetine. La néoformation de ces composés peut s’expliquer par la
dégradation thermique des hétérosides de quercétine qui aboutit au clivage entre le sucre et la
partie aglycone et augmente ainsi la quantité de quercétine dosée; la dégradation thermique
de I’hesperidine (dont le radical est un rutinoside) en I’hesperetine (dont le radical est un
hydroxyle) (Lewinsohn et al., 1989); I’acide chlorogenique est un ester de l'acide (L)-
quinique, et 1’acide caffeique qui est biosynthétisé par hydroxylation de l'acide
paracoumarique (sous forme ester) (Clifford, 1999).

Les teneurs des autres composés phénoliques détectés dans I’eau de cuisson sont trés

importantes que celles des echantillons crus et cuits. Ce constat est cohérent avec le resultat
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du dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins. Les polyphénols totaux vont
étre exposés a des réactions, dont la principale est 1’oxydation, pour diffuser plus librement,
et interagir avec les macromolécules présentes, principalement les polyosides pariétaux
(Renard et al., 2014).

Deux composés qui sont la rutine et I’hesperidine sont présents dans les échantillons
crus et absents dans les échantillons cuits et I’ecau de cuissson. Ceci s’explique probablement
par I’hypotése de modification structurelle des composés phénoliques apres cuisson et la
dégradation thermique de ces derniers. Les composés minoritaires sont la naringenine pour les

lentilles cuites, I’apigenine pour les lentilles crues et I’eau de cuisson.

Pour la variété Ibla, les composés phénoliques détectés sont en nombre de quinz (15)
avec absence de neuf (9) en I’occurence la vanilline, I’acide rosmarinique, la rutine,
I’hesperidine, la myricétine, la coumarine, I’hesperetine, la rhamnetine, la chrysine, et une
néoformation de ’acide chlorogenique et la quercetine. Le composé majoritaire est 1’acide
tanique et le composé minoritaire est le naringenine. Une dégradation totale de 1’hespéridine
et ’hespérétine par rapport a 1’état cru a été marquée. L’augmentation des concentrations de
tous les composés phénoliques par rapport a I’extrait de 1’échantillon cru s’explique
probablement par la diffusion de ces derniers vers le milieu extérieur par lessivage, excepté la
fisetine, composé de la famille des flavonols . Ce dernier est responsable de la coloration
jaune et brune des végétaux. Zhang et al. (2014) rapportent que la cuisson entraine la
libération des flavonols dans I’eau de cuisson. Dans la méme optique, Turkmen et al. (2005)
ont constaté une augmentation de la teneur en polyphénols qui est probablement liée a
I’élévation du taux de flavonols libres aprés traitement thermique. En effet, nos résultats sont
cohérents a ce constat dont nous avons enregistré une augmentation de la concentration de
rhamnetine, quercetine, kaempferol et myricetine, qui sont tous des flavonols. La quercétine
est un des flavonols qui se trouvent dans les plantes sous forme hétéroside (ou glycoside c'est-
a-dire associé a un glucide) dans lequel il joue le r6le de I'aglycone. Le traitement thermique
entraine la libération de la partie aglycone ce qui explique cette formation. D’aprés Makris et
al. (2006), la fraction osidique liée a ces composés leur confere une bonne solubilité dans les
solvants polaires. Parmi les composes phénoliques, les flavonols ont été les plus étudiés
(Ewald et al., 1999). Makris et Rossiter (2001) ont rapporté que la cuisson dans 1’eau entraine
une perte de ces composés. Cependant la présence de I'acide chlorogénique dans le milieu,

peut jouer un réle dans leur protection (Murakami et al., 2004).
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L’augmentation de la teneur en hyperoside (hétéroside de flavonol) peut s’expliquer par sa

néoformation a partir de la quercétine (partie aglycone de 1’hyperoside) et le sucre (galactose).

2.2. Profils chromatographiques des extraits de petits pois

Le profil chromatographique des extraits de petits pois Var. Oinward a permis de réveler
des composés phénoliques en nombre de 6, 4 et 10 dans les extraits de I’échantillons cru,
1I’échantillon cuit et ’eau de cuisson, respectivement (Figure 33). Quant a la variété Messirl,
la représentation des pics chromatagraphiques des profils phénoliques des extraits de
différents échantillons a permis de détecter des composés en nombre de 7, 8 et 13 dans les
extraits de 1’échantillon cru, I’échantillon cuit et 1’eau de cuisson, respectivement (Figure
34).
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Figure 33. Profils chromatographiques des composés phénoliques des extraits de petit pois

Var. Oinward :

A. crue

B. cuite

C. eau de cuisson.
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Figure 34. Profils chromatographiques des composés phénoliques des extraits de petit pois

Var. Messirl :

A. crue

B. cuite

C. eau de cuisson.

Les valeurs de la concentration (exprimée en pg analyte/g d’extrait) des échantillons

crus, cuits et de I’eau de cuisson des variétés de petits pois ainsi que les pourcentages de

variation (%) par rapport a I’échantillon cru sont récapitulés dans le Tableau 09.
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Tableau 09. Concentration (pg /g ) des extraits de petits pois crus et cuits et des eaux de cuisson
et pourcentages de variation par rapport extraits de petits pois crus.

Analytes Variétés Ech. cru | Ech. cuit| TV (%) Eau TV (%)
Acide gallique Oinward 25,71 ND 70,41 +173,86
Messirl ND ND 129,99 CN
Acide chlorogenique Omwgrd ) D N
Messirl ND ND ND
Acide Oinward 271,67 484,75 | +78,43 3591,81 | +1222,12
protocatechique Messirl 399,84 452,49 | +13,16 5763,76 | +1341,51
Acide tanigue Oinwe_xrd 59,07 50,87 -13,88 6439,31 |+10801,15
Messirl 312,63 315,88 +1,03 6916,46 +2112,34
Acide tr- caffeique Oinwgrd 3,58 2,64 -26,25 137,38 +3737,43
Messirl ND 1,85 CN 167,87 CN
Vanilline Oinwe_xrd ND ND 44191 CN
Messirl ND ND 276.35 CN
Acide p- Oinward 25,66 44,46 +73,26 262,12 +921,51
Coumarique Messirl ND 10,96 CN 196,78 CN
Acide rosmarinique Omwgrd ) AD D
Messirl ND ND ND
Rutine Oinwgrd ND ND ND
Messirl ND ND ND
Hesperidine Oianrd 26,44 ND 570,37 +2057,22
Messirl 50,32 ND 128,50 +155,36
Hyperaside Oinwgrd ND ND ND
Messirl ND ND ND
Acide 4-OH Oinward ND ND 13,67 CN
Benzoique Messirl 23,51 39,36 +67.41 123,69 +12269
Acide salicylique Oinwa_lrd ND ND 11,21 CN
Messirl 18,12 33,32 +83,88 114,16 +530,02
Myricetine Oinwgrd ND ND ND
Messirl ND ND ND
Fisetine Oinwa_lrd ND ND ND
Messirl 15,39 12,85 -16,50 3,47 -77 ,45
Coumarine Oinwgrd ND ND ND
Messirl ND ND ND
Quercetine Oinwa_lrd ND ND ND
Messirl ND ND ND
Naringenine Oinwgrd ND ND ND
Messirl 2,81 2,18 -22,41 2,28 -18,86
Hesperetine Oinwa_lrd ND ND ND
Messirl ND ND ND
Luteoline Oinwgrd ND ND ND
Messirl ND ND ND
Kaempferol Oinwa_lrd ND ND 4,43 CN
Messirl ND ND 15,35 CN
Apigenine Oinwgrd ND ND ND
Messirl ND ND 4,49 CN
Rhamnetine Oinwz_ird ND ND ND
Messirl ND ND ND
. Oinward ND ND ND
Chrysine Messirl ND ND ND

TV(%) : Taux de variation (en %) par rapport a ’extrait cru ; + : Augmentation ; - : Réduction ; ND : Non

détecté ; CN : Composé néoformé.
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2.2.1. Extraits de petits pois crus

Le Tableau 09 indique que la variété Oinward est dépourvue de dix huit (18)
composés, en 1I’occurrence 1’acide chlorogenique, la vanilline, I’acide rosmarinique, la rutine,
I’hyperoside, 1’acide 40OH-benzoique, 1’acide salicylique, la myricetine, la fisetine, la
coumarine, la chrysine, la naringenine, 1I’hesperetine, la luteoline, I’apigenine, la rhamnetine,
la quercetine et le kaempferol. Le composé majoritaire est 1’acide protocatechique et le

composé minoritaire est I’acide tr -caféique.

La variété Messirl s’est révélée aussi moins riche en composés phénoliques dont sept
(7) composés ont été détectés a 1’état cru. Ces composés sont : 1’acide protocatechique qui
représente le composé majoritaire, 1’acide tanique, 1I’hesperidine, 1’acide 4-OH benzoique,

I’acide salicylique, la fisetine et la naringenine. Ce dernier représente le composé minoritaire.

A partir de ces résultats, nous pouvons conclure qu’il n’est pas possible d’attribuer une

empreinte phénolique caractéristique de 1’espéce Pisum sativum.

Ce résultat semble étre différent de celui de Troszynska et al. (2002) qui suggerent
que le tégument de la graine de petits pois de deux variétés (Pisum sativum L. Var. Kwestor
a tégument blanc et Var. Fidelia a tégument coloré) est riche en flavonols, flavones
glycosidés et en certains composés hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques. Des résultats
semblables ont été obtenus par Xu et al. (2007) qui ont analysé le pois jaune et le pois vert de
la Chine, et Oomah et al. (2011) qui ont étudié les petits pois jaunes de Canada, ou ils ont
indiqué que ces derniers avaient des teneurs plus faibles en composés phénoliques que celles

des lentilles.

2.2.2. Extraits de petits pois cuits

Concernant les échantillons cuits de la variété Oinward, le composé majoritaire est
toujours 1’acide protocatéchique et le composé minoritaire est 1’acide tr-caféique. Par rapport
a I’état cru, la cuisson des graines a 1’eau bouillante entraine une dégradation de ’acide
galliqgue dont sa solubilité croit avec la température. On signale une dégradation de
1I’hesperidine qui est un hétéroside flavonoique constitué de deux parties, une partie osidique :
le rutinose et une partie aglycone (génine) : 1’hespérétine. On note aussi une dimunition des
concentrations de 1’acide tr-caffeique (26,25%) et 1’acide tanique (13,88%). Cette perte étant

attribuée a la migration de ces composés vers 1’ecau de cuisson (Kim et al., 2009). La rétention
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des polyphénols n’apparait pas simplement corrélée a la température, ni au baréeme temps/

température, mais a des différences de comportements de composés phénoliques considéres.

Egalement, une augmentation des concentrations de 1’acide p-coumarique (73,26%) et
I’acide protocatéchique (78,43%) a été aussi constatée. L’hypothése avancée pour cette
augmentation est expliquée probablement par une libération facilitée, lors de la cuisson, des

composés phénoliques auparavant liés aux constituants cellulaires.

Pour la variété Messirl, le composé majoritaire est toujours 1’acide protocatechique et
le composé minoritaire est ’acide tr-caféique. La cuisson des graines a entrainé, par rapport a
I’état cru, une néoformation de 1’acide tr-caffeique, qui se trouve généralement sous forme
estérifiée chez les végétaux et de 1’acide p-coumarique qui est généralement synthétisé par
hydroxylation de I’acide cinnamique. Ainsi qu’une augmentation de I’acide protocatechique
(13,16%), I’acide salicylique (83,88%), I’acide 4-OH benzoique (67,41%) et I’acide tanique

(1,03%) a été révélg.

Ces acides sont rarement présents a 1’état libre, et ils sont généralement combinés a
d’autres molécules organiques. Les liaisons, impliquant souvent la fonction carboxylique,
conduisent alors a des esters. Les liaisons avec du sucre peuvent également se faire par
I’intermédiaire de 1’'une des fonctions phénoliques conduisant alors & des glucosides par

exemple le glucoside de 1’acide p- coumarique (Macheix et al., 2005).

Une diminution, d’un composé de la famille des flavonols : la fisetine et d’un composé
de la famille des flavanones: la naringenine, a été constatée. De méme, une dégradation de

I’hesperidine a été enregistrée; ce dernier est un hétéroside flavonoique.

En se référant au peu de travaux qui ont été focalisés a I'impact du traitement
thermique sur les composés phénoliques, il est assez difficile de tirer une tendance générale

des résultats sur cette problématique.

2.2.3. Eaux de cuisson de petits pois
L’eau récupérée de la cuisson de petits pois Var. Oinward s’est révélée riche en
composés phénoliques, dont dix (10) composés ont été détectés. Une modification trés nette

du profil polyphénolique est remarquée par rapport a 1’état cru avec 1’apparition de quelques
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composés phénoliques néoformeés, et qui sont : la vanilline, I’acide 4-OH benzoique, 1’acide
salicylique et le kaempferol. Une augmentation tres variable de concentrations a été soulevée :
I’acide gallique (173,86%), I’acide protocatechique (1222,12%), I’acide tanique (10801,15%)
qui est le composé majoritaire, 1’acide tr- caffeique (3737,43%), 1’acide p-coumarique
(921,51%) et I’hesperidine (2057,22%).

Par comparaison toujours a 1’état cru, une néoformation de certains composés
phénoliques a été enregistrée dans 1’eau de cuisson de la variété Messirl. 11 s’agit de 1’acide tr-
caffeique, 1’acide gallique, la vanilline, le kaempferol, 1’apigenine et 1’acide p-coumarique.
Le kaempférol, est un flavonoide de type flavonol, provenant probablement de Ia
complexation entre le sucre et la génine, alors que 1’apigenine qui est un compose phénolique

de la famille des flavones, présent aussi sous forme d’hétérosides.

Une augmentation, parfois frappante, de la concentration de certains compsés
phénoliques a été aussi remarquée. Les composes concernées par cette augmentation sont:
I’acide protocatechique (1341,51%), I’acide tanique (2112,34%), 1’hesperidine (155,36%),
I’acide 4-OH benzoique (12269%) et 1’acide salicylique (530,02%). A 1’opposé, la fisetine et
la naringenine ont subit une diminution de concentration de 77, 45% et 18, 86%
respectivement. Ces résultats confirment 1’évaluation quantitative des flavonoides constatées

chez cette variété.

2.3. Profils chromatographiques en composés phénoliques des extraits d’haricots secs
Le profil chromatographique des extraits d’haricots secs Var. Cannellini a permis de
révéler des composés phénoliques en nombre de 8, 5 et 8 dans les extraits de 1’échantillon
cru, I’échantillon cuit et ’eau de cuisson, respectivement (Figure 35). Quant a la varieté
Great Northerne, la représentation des pics chromatagraphiques des profils phénoliques a
permis de détecter des composés en nombre de 9, 11 et 13 dans les extraits de 1’échantillon

cru, I’échantillon cuit et I’eau de cuisson, respectivement (Figure 36).
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Figure 35. Profils chromatographiques des composés phénoliques des extraits du haricot Var.

Cannellini ;

A. crue

B. cuite

C. eau de cuisson.
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Figure 36. Profils chromatographiques des composés phénoliques des extraits du haricot Var.

Great Northerne :

A. crue

B. cuite

C. eau de cuisson.

Les valeurs des concentrations (exprimées en pg analyte/g d’extrait) des extraits de

I’échantillon cru, I’échantillon cuit et de I’eau de cuisson des variétés d’haricots secs ainsi que

les pourcentages de variation (%) par rapport a 1’extrait de 1’échantillon cru sont récapitulés
p g p pp p

dans le Tableau 10.
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Tableau 10. Concentration (ng /g) des extraits d’haricots secs crus et cuits et des eaux de cuisson et

pourcentages de variation par rapport aux extraits d’haricots secs crus.

Analytes Variétés Ech. cru | Ech. cuit | TV (%) Eau de TV (%)
Acide gallique Cannellini 23,72 ND ND
Great Northerne 26,39 30,6 +15,95 32,6 +23,53
. . Cannellini ND ND ND
Acide chlorogenique Great Northerne ND ND ND
Acide protocatechique Cannellini 33,06 11,44 -65,39 147,19 +345,22
Great Northerne 63,91 82,54 +29,15 677,99 +960,85
Acide tanique Cannellini 1781,36 933,77 -47,58 44,15 -97,52
Great Northerne ND 114,02 CN ND
. . Cannellini ND ND 23,39 CN
Acide tr- caffeique Great Northerne 19,21 2389 | +24,36 120,86 +529,15
- Cannellini 24.55 ND ND
Vanilline Great Northerne ND 70.44 CN 64,38 CN
. . Cannellini ND ND 240,04 CN
Acide p-Coumarique == o therne | 160,33 244,79 | +4555 1015,43 +499,67
. . Cannellini ND ND ND
Acide rosmarinique Great Northerne ND ND ND
. Cannellini 10,99 ND 34,98 +218,28
Rutine Great Northerne | 165,66 11901 | -28.16 57,08 65,54
L Cannellini ND ND 15,88 CN
Hesperidine Great Northerne 67,74 5346 | -21,08 23 -66,04
. Cannellini ND ND ND
Hyperoside Great Northerne ND ND ND
. . Cannellini 369,77 257,09 -30,47 29,88 -91,91
Acide 4-OH Benzoique == Northerne | 62,68 8503 | +35.65 57,68 7,97
Acide salicylique Cannellini 318,53 230,49 -27,63 19 -94,03
Great Northerne 49,75 69,32 +39,33 45,36 -8,72
L Cannellini ND ND ND
Myricetine Great Northerne ND ND ND
. Cannellini ND ND ND
Fisetine Great Northerne ND ND ND
. Cannellini ND ND ND
Coumarine Great Northerne ND ND ND
. Cannellini ND ND ND
Quercetine Great Northerne ND ND ND
Naringenine Cannellini 18,75 9,49 -49,38 ND
Great Northerne 3,93 6,46 +64,37 2,55 -35,11
. Cannellini ND ND ND
Hesperetine Great Northerne ND ND ND
. Cannellini ND ND ND
Luteoline Great Northerne ND ND 14,43 CN
Cannellini ND ND ND
Kaempferol Great Northerne ND ND 17,31 CN
L. Cannellini ND ND ND
Apigenine Great Northerne ND ND 2,94 CN
. Cannellini ND ND ND
Rhamnetine Great Northerne ND ND ND
. Cannellini ND ND ND
Chrysine Great Northerne ND ND ND

TV(%) : Taux de variation (en %) par rapport a I’extrait cru ; + : Augmentation ; - : Réduction ; ND : Non détecté ;
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2.3.1. Extraits d’haricots secs crus

A la lecture du Tableau 10, huit (8) composés phénoliques ont été détectés dans
I’extrait de graines crues de la variété Cannellini. Ces composés sont: 1’acide tanique qui est
le composé majoritaire, I’acide gallique, 1’acide protocatechuique, la vanilline, I’acide 4-OH
benzoique, I’acide salicylique, la naringenine et la rutine. Ce dernier composé est présent en

faible quantité (composé minoritaire).

La variété Great Northerne semble étre plus riche en composés phénoliques dont neuf
(9) composés ont été détectés dans 1’extrait de 1’échantillon cru. Ces composés sont: 1’acide
gallique, I’acide protocatechique, 1’acide tr-caffeique, 1’acide p-coumarique, la rutine,
I’hesperidine, 1’acide 4-OH benzoique, la naringenine et 1’acide salicylique. Le composé

majoritaire est I’acide p-coumarique et le composeé minoritaire est la naringenine.

D’aprés ces résultats, les deux variétés sont dépourvues des mémes COMPOSES:
I’apigenine, le kaempferol, la luteoline, I’hesperetine, la quercetine, la fisetine hyperoside et
I’acide chlorogenique. Ces résultats sont différents de résultats évoqués dans la littérature ou
les haricots communs ont révélé une richesse en acides hydroxycinnamiques comme
I’acide caféique, I’acide p-coumarique, 1’acide sinapique et I’acide férulique. En outre, les
acides gallique, p-hydroxybenzoique, protocatéchuique, vanillique et syringique sont les
acides hydroxybenzoiques présents dans les haricots communs.

Les flavonols, comme le kaempférol, la quercétine, la myricétine et leurs dérivés, sont
largement identifiés dans les cultivars d’haricots communs. Il est surprenant que seules deux
flavones (1’apigénine-7-O-glucoside et la lutéoline-7-O-glucoside) soient détectés chez les
haricots communs (Yang et al., 2018). En revanche, les isoflavonoides comme la génistéine,
la daidzéine, la glycitéine, la formononétine, et leurs dérivés sont largement révelés dans
certains types d’haricots communs tels que les haricots noirs (Lopéz et al., 2013). Selon Gan
et al. (2016), les flavanols, y compris la catéchine, I'épicatéchine, I'épigallocatéchine et le
gallate d'épicatéchine sont les flavonoides les plus détectés dans les haricots communs.
D’apreés Lopéz et al. (2013), les glucosides de naringénine et d’hespérétine sont les principaux
flavanones rencontrés dans les haricots communs. De plus, les anthocyanes sont un type
important de flavonoides dans les haricots communs pigmentés ainsi des proanthocyanidines.
Les flavonoides s'accumulent dans les vacuoles des tissus végéetaux sous formes conjuguées
glycosylées ou estérifiées, mais parfois elles peuvent étre trouvees sous forme d'aglycones
(Nayak et al., 2015).
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2.3.2. Extraits d’haricots secs cuits

La cuisson des graines d’haricots secs Var. Cannellini a engendré une dimunition
significative dans le pofil phénolique ou seulement cing (5) composés phénoliques ont été
détectés. Il s’agit d’une dégradation de trois composés qui sont la rutine, la vanilline et I’acide
gallique. Les composés dégradés sont soit diffusés dans 1’eau de cuisson soit complexés avec

d’autres molécules.

La rutine (aussi appelée rutoside) est un hétéroside de la quercétine. Ce dernier est
donc I’aglycone de la rutine et il est lié au rutinose (un diholoside). Le rutinose se constitue
d’une unité de rhamnose liée a une unité de glucose par une liaison osidique, ce qui explique
la dégradation thermique de ce composé. Généralement, la plupart des flavonoides existent
sous forme de glycosides et c’est la nature du sucre qui varie grandement selon les especes.
Les substitutions modifient la solubilit¢ des flavonoides, les hydroxylations et les

glycosylations rendent les composés généralement plus hydrophiles (Chira et al., 2008).

L’acide gallique est soluble dans 1’eau chaude, donc sa diffusion facile dans 1’eau de
cuisson est possible. De méme, il y’a une possibilit¢ d’avoir de complexation par
estérification pour former I’acide tanique. Or ce n’est pas le cas puisque une diminution de la

concentration de I’acide tanique a été enregistrée.

Il est a remarquer aussi que le composé majoritaire est 1’acide tanique et le composé
minoritaire est la naringenine. D’autres composés sont présents mais a des concentrations trés
faibles par rapport a I’extrait des graines crues, il s’agit de 1’acide protocatéchique (65,39%),
I’acide 4-OH benzoique (30,47%), I’acide salicylique (27,63%), I’acide tanique (47,58%), et
la naringenine (49,38%).

Quant a la varieté Great Northerne, le composé majoritaire reste 1’acide p-
Coumarique, alors que le composé minoritaire reste la naringenine. Les composés
phénoliques qui ont subi une diminution de concentrations apres cuisson sont: la rutine
(28,16%) et I’hesperidine (21,08%). De méme, les composés qui ont subi une augmentation
de concentration sont : 1’acide gallique (15,95%), 1’acide protocatéchique (29,15%), 1’acide
tr-caffeique (24.36%), 1’acide p-coumarique (45,55%), I’acide 4-OH benzoique (35,65%),
I’acide salicylique (39,33%) et la naringenine (64,37%). On note aussi une néoformation
de I’acide tanique probablement par estérification des molécules de I’acide gallique et la

néoformation de la vanilline. D’aprés ces résultats, nous avons constaté une richesse
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d’haricots secs Var. Cannellini et Var. Great Northerne en acides phénoliques, dont les
acides hydroxycinnamiques sont fréquemment présents sous forme d'esters avec acides ou
sucres, tandis que les acides hydroxybenzoiques sont principalement présents sous forme de
glycosides. Les acides phénoliques sont, principalement présents sous des formes libres ou
liées dans les cellules végétales (Yang et al., 2018). Donc, cette réduction est probablement
due a une forte diffusion de polyphénols dans 1’eau de cuisson au cours du traitement

thermique qui lyse ce type de liaisons.

2.3.3. Eaux de cuisson d’haricots secs

Dans I’eau de cuisson de la variété Cannellini, huit (8) composés phénoliques ont été
détectés. L’acide p-Coumarique représente le composé majoritaire et 1’acide salicylique
représente le composé minoritaire. Trois (3) composés ont été néoformés, ces composés sont :

’acide tr- caffeique, 1’acide p-coumarique et 1’hespéridine.

Aussi, une augmentation de la concentration des composés suivants: acide
protocatechique (345,22%) et rutine (218,28%) ont été enregistrés. En parallele, une
diminution de la concentration des composés suivants : acide tanique (97,52%), acide 4-OH
benzoique (91,91%) et acide salicylique (94,03%) a été enregistrée.

Concernant la variété Great Northerne, nous avons détecté une diminution des
composés suivants: rutine (65,54%), hesperidine (66,04%), acide 4-OH benzoique (7,97%),
acide salicylique (8,72%), naringenine (35,11%) et une augmentation des composés suivants :
acide gallique (23,53%), acide protocatechique (960,85%), acide tr-caffeique (529,15%) et
acide p-coumarique (499,67%).

D’autre composés qui ne sont pas présents dans 1’échantillon cru ont été néoformés,

ces composes sont : la vanilline, I’apigenine, le kaempferol et la luteoline.

2.4. Profils chromatographiques en composés phénoliques des extraits de pois chiches
Le profil chromatographique des extraits de pois chiches Var. Ghab5 a permis de
révéler des composés phénoliques en nombre de 6, 5 et 13 dans les extraits de 1’échantillon

cru, I’échantillon cuit et I’eau de cuisson, respectivement (Figure 37).

Quant a la variété Flip, la représentation des pics chromatagraphiques des profils

phénoliques des extraits de différents échantillons a permis de détecter des composés en
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nombre de 2, 2 et 9 dans I’échantillon cru,

respectivement (Figure 38).
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Figure 37. Profils chromatographiques des composés phénoliques des extraits de pois chiche

Var. Ghab 5 :

A. crue B. cuite

C. eau de cuisson.
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Figure 38. Profils chromatographiques des composés phénoliques des extraits de pois chiche

Var. Flip: A.crue B. cuite  C. eau de cuisson.

Les valeurs des concentrations (exprimées en ug analyte/mg d’extrait) des échantillons
crus, cuits et de I’eau de cuisson de pois chiches ainsi que les pourcentages de variation (%)
des échantillons cuits et de 1’eau de cuisson par rapport a I’échantillon cru sont récapitulés

dans le Tableau 11.
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Tableau 11. Concentrations (g /g) des extraits de pois chiches crus et cuits et des eaux de cuisson et
pourcentages de variation (%) par rapport aux échantillons crus.

Analytes Variétés Ech. Cru | Ech. cuit | TV (%) | Eau de cuisson | TV (%)
Acide gallique Ghab 5 ND 36,84 CN 251,86 CN
Flip ND ND 54,69 CN
Acide chlorogenique Ghap > ND ND 20,02 e
Flip ND ND ND
Acide Ghab 5 13,01 14,9 +14.52 323,78 +2388,70
protocatechique Flip 3,77 5,97 +58.35 128,89 +3318,83
Acide tanique Ghap 5 421,92 470,84 +11.59 11768,87 +2689,36
Flip ND 47,86 CN 2284,29 CN
Acide tr- caffeique Gha_b 2 ALP AlD 41,77 (el
Flip ND ND 3,18 CN
Vanilline Ghap 5 ND ND 189,12 CN
Flip ND ND 74.27 CN
Acide p- Ghab 5 ND ND 22,37 CN
Coumarique Flip ND ND ND
Acide rosmarinique Gha_b 2 LD AL ND
Flip ND ND ND
Rutine Gha'b 5 ND ND ND
Flip ND ND ND
Hesperidine Gha_b 5 41,55 ND ND
Flip 37,73 ND ND
Hyperoside Ghap 5 ND ND ND
Flip ND ND ND
Acide 4-OH Ghab 5 ND ND 7,6 CN
Benzoique Flip ND ND 8,11 CN
Acide salicylique Gha_b 2 ND ND =D i
Flip ND ND ND
Myricetine Gha_b 2 ND ND ND
Flip ND ND ND
Fisetine Gha_b 5 5,45 3,97 -27,15 ND
Flip ND ND ND
Coumarine Gha_b 2 ND ND ND
Flip ND ND ND
Quercetine Gha_b 2 LD A2 ALD
Flip ND ND ND
Naringenine Gha_b 5 4,02 3,05 -24,12 2,57 -36,06
Flip ND ND ND
Hesperetine Gha.b 2 ND ND ND
Flip ND ND ND
Luteoline Ghap 5 ND ND 40,99 CN
Flip ND ND 14,98 CN
Kaempferol Gha_b 5 ND ND 36,08 CN
Flip ND ND 13,39 CN
Apigenine Ghab 5 2,6 ND 12,59 +384,23
Flip ND ND 15,51 CN
Rhamnetine Gha_b 2 ND ND ND
Flip ND ND ND
Chrysine Ghab 5 ND ND ND
Flip ND ND ND
TV(%) : Taux de variation (en %) par rapport a I extrait cru ; + : Augmentation ; - : Réduction ; ND : Non détecté ;
CN : Composé néoformé. 102
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2.4.1. Extraits de pois chiches crus

Les pois chiches Var.Ghab5 ont enregistré seulement six (6) composés phénoliques
qui sont: I’acide protocatéchique, 1’acide tanique (composé majoritaire), 1’hesperidine, la
fisetine, la naringenine et I’apigenine (composé minoritaire). De méme pour les pois chiches,
Var. Flip semble étre plus pauvre en composés phénoliques, seulement deux composés ont
été détectés, il s’agit de 1’acide protocatechique (composé minoritaire), et 1’hesperidine

(composé majoritaire).

Ces resultats montrent un effet variétal sur la quantité et la qualité des composés
phénoliques dans les graines de pois chiches. Selon la littérature, les principales sources de
variations sont d’ordres physiologiques, génétiques, ou dépendants des techniques culturales,
des conditions environnementales, et des conditions de conservation.

On observe souvent une relation négative entre la taille des grains et la composition en

matiere seche, et par conséquent entre teneur en composeés bioactifs et la taille des grains.

En se référant a la bibliographie, Aguilera et al. (2011), ont analysé le profil
phénolique de pois chiches (Cicer arietinum Var. Sinaloa et Var. Castellano) obtenus a partir
de I’entreprise agroalimentaire Vegenat SA (Badajoz, Espagne). La comparaison des temps de
rétention obtenus avec ceux des standards a conduit & [l'identification des acides
hydroxybenzoique et hydroxycinnamique et des flavonoides, tels que les flavonols, les

flavanones et les isoflavones.

2.4.2. Extraits de pois chiches cuits

A T’état cuit, on note chez la variété Ghab 5 une néoformation de 1’acide gallique.
Ceci pourrait étre due a 1I’hydrolyse des gallotanins. Aussi, une augmentation de la
concentration de 1’acide tanique (11,59%) et de 1’acide protocatéchique (14,52%) a été
révélée, dont I’augmentation de la concentration d’acide tanique est nettement corrélée avec la
neoformation de I’acide gallique. En effet, ’acide protocatechique est ’'un de six isomeres de

I’acide dihydroxybenzoique.

La diminution de la concentration de la fisetine (flavonol) (27,15%) et de la
naringenine (flavanone) (24,12%) a été enregistrée. Selon Igual et al. (2011), le traitement
thermique (a 90°C) réduit la teneur en naringenine. Une dégradation de 1’hesperidine a été

aussi notée.
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Pour la variété Flip, nous avons remarqué une augmentation de 58,35% de I’acide

protocatechique, une néoformation de I’acide tanique et une dégradation de 1’hesperidine.

2.4.3. Eaux de cuisson de pois chiches

L’eau de cuisson de la variété Ghab5 s’est révélée riche en composés phénoliques,
treiz (13) composés ont été détectés, dont dix sont des composés neoformés, ce sont 1’acide
gallique (dégradation des gallotanins), I’acide chlorogenique (ester entre 1’acide quinique ou
cafeique et 1’acide cinnamique di-hydroxylé), I’acide tr-caffeique (hydroxylation d’acide p-
coumarique sous forme ester), I’acide p-coumarique (hydroxylation d’acide cinnamique),
I’acide 4-OH-benzoique, I’acide salicylique (l'acide orthohydroxybenzoique, isomere de
I’acide hydroxybenzoique), la luteoline (composé chimique de la famille des flavonoides, et
plus specifiquement I'une des flavones, la lutéoline est présente dans la nature sous forme
d'hétérosides), le kaempferol (3,4',5,7-tetra-hydroxyflavone, flavonoide de type flavonol,
isomére de la fisétine et de la lutéoline) et 1’apigenine (composé chimique de la famille des

flavones).

La concentation de deux acides phénoliques a été augmentée. Ces acides sont 1’acide
tanique, provenant de la néoformation de 1’acide gallique (2689,36%) et 1’acide
protocatechique (provenant probablement de l’isomérisation de I’acide hydroxybenzoique
(2388,70%). De méme une augmentation de la concentration de 1’apigénine (384,23%) a été
notée. Par contre, la naringenine, qui est l'aglycone de la naringine apres clivage de la
fraction osidique, a subit une diminution de concentartion (36,06%) ce qui pourrait étre due a

la formation de la naringine.

L’eau de cuisson de la variété Flip, contient neuf (9) composés phénoliques dont huit
(8) sont néoformés et qui sont, I’acide gallique, I’acide tanique, I’acide tr-caffeique, la
vanilline, I’acide 4-OH benzoique, la luteoline et le kaempferol (qui sont deux isomeres) et
I’apigenine. D’apres Britton (1983), Qiu et al. (2009), la chaleur est un facteur qui peut
prvoquer I’isomérisation. De plus, la libération des acides organiques est un facteur qui

provoque I’isomérisation (Rodriguez-Amaya et Kimura, 2001).

Un autre constat a été soulevé, il s’agit de I’augmentation de la concentration de 1’acide
protocatechique (3318,83%) et la dégradation de I’hespéridine. L’eau de cuisson de la variété
Flip a révélé les mémes composés phénoliques que ceux de I’eau de cuisson de la variété
Ghab 5.

104


https://fr.wikipedia.org/wiki/Flavono%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Flavone_(groupe)
https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9t%C3%A9roside

2. Profils chromatographiques des composés phénoliques Partie 3. Résultats et discussions

2.5. Profils chromatographiques en composes phénoliques des extraits de feves

Le profil chromatographique des extraits de féves Var. Aguadulce a permis de reveler
des composés phénoliques en nombre de 12, 13 et 18 dans les extrats de I’échantillon cru,
I’échantillon cuit et I’cau de cuisson, respectivement (Figure 39). Quant a la variété Shale, la
représentation des pics chromatagraphiques des profils phénoliques des extraits de différents
échantillons a permis de détecter des composés en nombre de 11, 18 et 19 dans les extraits de

I’échantillon cru, I’échantillon cuit et 1’eau de cuisson, respectivement (Figure 40).
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Figure 39. Profils chromatographiques des composés phénoliques des extraits de la feve Var.
Aguadulce: A.crue  B.cuite  C. eau de cuisson.
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Tableau 12. Concentration (ug /g ) des extraits de feves crues et cuites et des eaux de cuisson et
pourcentages de variation (%) par rapport aux extraits de feves crues.

Analytes Variétés | Ech.cru | Ech.cuit | TV (%) |Eau decuisson | TV (%)
Acide gallique Aguadulce 98,55 191,44 +94,25 628,34 +537,58
Shale 103,74 847,92 +717,35 756,78 +629,73
. . Aguadulce ND 14,76 CN ND
Acide chlorogenique Shale ND ND 26.87 CN
Acide Aguadulce 101,39 116,35 +14.47 1519,86 +1399,02
protocatechique Shale 74 454,68 +514,43 1574,93 +2028,28
Acide tanique Aguadulce 242,56 | 18388,18 | +7480,87 1039,59 +328,59
Shale 323,86 | 15866,1 | +4799,06 656,69 +102,76
Acide tr- caffeique Aguadulce 3,24 ND 56,97 +1658,33
Shale 2,72 51 +87,5 91,51 +3264,33
Vanilline Aguadulce ND ND ND
Shale ND 21,91 CN ND
Acide p-Coumarique Aguadulce 60,25 ND 580,79 +863,96
Shale 35,60 30,76 -13,59 371,71 +944,12
. . Aguadulce ND ND ND
Acide rosmarinique Shale ND ND ND
Rutine Aguadulce 38,24 ND 60,28 +57,63
Shale 13,64 48,27 +253,88 59,47 +335,99
Hesperidine Aguadulce 20,1 ND 32,31 +60,74
Shale 13,73 59,97 +336,78 32,54 +136,99
Hyperaside Aguadulce 12,96 23,29 +79,70 89,22 +588,42
Shale ND 139,54 CN 60,76 CN
Acide 4-OH Aguadulce 58,11 484,37 +733,53 31,21 -46,29
Benzoique Shale 47,7 286,1 +499,79 31,82 -33,29
Acide salicylique Aguadulce 48,48 435,48 +798,26 30,49 -37,10
Shale 35,89 258,72 +620,86 22,67 -36,83
Myicetine Aguadulce ND ND 354,73 CN
Shale ND 393,18 CN 69,5 CN
Fisetine Aguadulce ND 19,05 CN ND
Shale ND 18,92 CN ND
Coumarine Aguadulce ND ND 12,19 CN
Shale ND ND 23.65 CN
Quercetine Aguadulce 16,29 113,69 +597,91 208,46 +1179,68
Shale 11,06 608,58 | +5402,53 61,99 +460,48
Naringenine Aguadulce ND 2,36 CN 6,19 CN
Shale ND 22,51 CN 4,39 CN
Hesperetine Aguadulce ND 6,53 CN ND
Shale ND 42,9 CN ND
Luteoline Aguadulce ND ND 67,22 CN
Shale ND ND 13,68 CN
Kaempferol Aguadulce ND 6,93 CN 72,16 CN
Shale ND 15,21 CN 14 86 CN
Apigenine Aguadulce ND ND 18,1 CN
Shale ND ND 3,65 CN
Rhamnetine Aguadulce 6,43 90,98 +1314,93 11,58 +80,09
Shale 511 182,5 +3471,42 7,36 +44,03
Chrysine Aguadulce ND ND
Shale ND ND

TV(%) : Taux de variation (en %) par rapport a I’extrait cru ; + : Augmentation ; - : Réduction ; ND : Non détecté ;

CN : Composé néoformé.

107




2. Profils chromatographiques des composés phénoliques Partie 3. Résultats et discussions

2.5.1. Extraits de féves crues

D’apres les résultats obtenus, les féves sont la deuxieme espece apres les lentilles en
matiére de richesse en composes phénoligues. Selon Reddy et al.(1985), la graine de féves est
riche en pheénols, et principalement en tanins mais aussi en divers autres flavonoides. Les

tanins sont présents en grande majorité dans le té¢gument de la graine.

La variété Aguadulce a révélé douze (12) composés phénoliques et qui sont: I’acide
gallique, I’acide protocatéchique, 1’acide tanique, 1’acide tr-caffeique, 1’acide p-coumarique,
la rutine, 1’hesperidine, I’hyperoside, I’acide 4-OH benzoique, 1’acide salicylique, la
quercétine et la rhamnetine. Le composé majoritire est 1’acide tanique et le composé

minoritaire est ’acide tr- caféique.

La variété Shale a révélé onze (11) composés phénoliques: ’acide gallique, 1’acide
protocatéchique, 1’acide tanique, 1’acide tr-caffeique, I’acide p-coumarique, la rutine,
1I’hesperidine, 1’acide 4-OH benzoique, 1’acide salicylique, la quercetine et la rhamnetine. Le
composé majoritaire est toujours 1’acide tanique et le composé minoritaire est toujours 1’acide
tr-cafeique. Ces deux composés peuvent contribuer a I’empreinte phénolique de 1’espéce
(Vicia faba).

Il est & constater aussi que les deux variétés ont le méme profil phénolique, a
I’exception de I’hyperoside qui est présent seulement dans la variété Aguadulce. Une absence
de certains composés en 1’occurrence la naringenine, I’hesperetine, la luteoline, le kaempferol,
I’apigenine, la chysine, la coumarine, la fisetine, la myricetine, 1’acide rosmarinique, la

vanilline et 1’acide chlorogenique.

Cependant ce constat ne concorde pas avec certains travaux mentionnés dans la
littérature. Nozzollillo et al. (1989), ont évoqué une richesse de 1’espéce Vicia faba en
flavones dont le principal aglycone est I'apigénine, en flavonols dont le principal aglycone est
la myricétine et en anthocyanines dans le tégument. Tomas-Lorente et al. (1990), ont identifié
d’autres composés notamment le 7,3',4'-trihnydroxy-flavone; le 7,4'- dihydroxy-flavone, la
quercetine et son dérivé la quercetine 7-glycoside, le kaempférol et son dérive le kaempférol

7-glycoside dans les exsudats de graines de Vicia faba.

Dans 1’étude menée par El-Mergawi et Taie (2014) sur les graines de dix variétés de
feves (Giza 3, Giza 716, Giza 843, Nubaria 1, Nubaria 2, Sakha 1, Sakha 2, Sakha3, Sakha 4,
et Misrl) obtenues a partir de I’Institut des Légumes, Centre de la recherche Agricole, Giza,

108



2. Profils chromatographiques des composés phénoliques Partie 3. Résultats et discussions

Egypt, cette espéce semble contenir d’autres composés comme la myricetine, la daidzeine,

’apigenine et la quercétine.

2.5.2. Extraits de feves cuites

Les résultats obtenus indiquent que la cuisson des graines de la variété Aguadulce entraine
une dégradation de certains composés phénoliques, il s’agit de la dégradation de 1’acide tr-
cafeique, l’acide p-coumarique, la rutine, I’hesperidine, avec une augmentation de
concentrations de I’acide gallique (94,25%), I’acide protocatéchique (14,47%), ’hyperoside
(79,70%), I’acide 40OH-benzoique (733,53%), I’acide salicylique (798,26%), la quercétine
(597,91%), la rhamnetine (1314,93%) et ’acide tanique (7480,87%) qui est le composé

majoritaire.

L’acide chlorogénique (dérivé de I’acide hydroxycinnamique « acide5-O-
caffeoylquinique »), la fisétine (flavonol isomére du kaempférol et de la lutéoline dont la
structure est similaire de quercitine), la naringenine (flavannone), 1’hesperetine (provenant de

la dégradation de I’hesperidine) et le kaempférol sont néoformés aprés cuisson des graines.

Pour la variété Shale, la cuisson a entrainé une réduction de 1’acide p- coumarique
(13,59%). En parall¢le, une augmentation de la concentration de 1’acide gallique (717,35%),
’acide protocatéchique (514,43%), 1’acide tanique (4799,06%), 1’acide tr- caféique (87,5%),
la rutine (253,88%), 1’hesperidine (336,78%), 1’acide 4-OH benzoique (499,79%), 1’acide
salicyliqgue (620,86%), la quercétine (5402,53%) et la rhamnetine (3471,42%) a été

enregistrée.

La néoformation de vanilline (aldéhyde aromatique, hyperoside (quercétine 3-o-
galactoside), myricetine, fisetine, naringenine, hesperitine et kaempferol sont aussi noté.
Selon Granito et al. (2007), une température élevée (100°C) peut favoriser une décomposition

les structures aromatiques des polyphénols.

2.5.3. Eaux de cuisson de feves

Le profil phénolique de I’eau de cuisson des graines de la variété Aguadulce est
nettement riche en comparaison avec celui des graines crues et cuites avec 18 composes
détectés dont six (6) sont des composés néoformés, il s’agit de la myricétine, la coumarine, la

naringénine, la lutéoline, le kaempérol et 1’apigénine.
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Certains composés ont subi des augmentations de concentration, il s’agit de 1’acide
gallique (537,58%), I’acide protocatéchique (1399,02%), 1’acide tanique (328,59%), I’acide
tr- caffeique (1658,33%), I’acide p-coumarique (863,96%), la rutine (57,63%), I’hespéridine
(60,74%), I’hyperoside (588,42%), la quercétine, (1179,68%) et la rhamnetine (80,09%).

La cuisson a I’eau peut entrainer la transformation des polyphénols insolubles en
composés solubles, induisant ainsi 1’augmentation de leur solubilité. De ce fait, leur teneur

augmente dans I’eau de cuisson au profit de ’aliment cuit.

La concentartion de I’acide 4-OH benzoique a diminué de 46,29% et celle de I’acide

salicylique de 37,10%.

L’eau de cuisson de la variété Shale a révélé un profil de dix-neuf (19) composés
phénoliques. Les composés néoformés sont 1’acide chlorogénique, 1’hyperoside, la myricétine,
la coumarine, la naringénine, la lutéoline, le kaempférol et I’apigénine. Selon Chirinos et
al.(2009), I’eau ne récupére pas seulement les composés phénoliques, mais aussi des glucides
et des acides organiques, car les composes phénoliques peuvent étre combinés a des glucides,
a des protéines, ou ils peuvent créer des dérivés polymérisés ayant une solubilité différente; la
fraction osidique les rend plus solubles dans 1’eau (Escribano-Baillon et Santos-Buelga,
2003). Deux mécanismes sont proposeés par Faller et Fialho (2009), le premier est la formation
de ponts hydrogéne entre les groupements hydroxyles des polyphénols et les atomes
d’oxygene des polysaccharides de la paroi cellulaire de légumes, formant ainsi des gels
dextranes capables d’encapsuler les polyphénols; le second est basé sur la capacité des
polysaccharides a développer des structures secondaires ayant le pouvoir de complexer les
polyphénols.

Les composés qui ont subit une augmentation de concentration sont 1’acide gallique
(629,73%), 1’acide protocatéchique (2028,28%), I’acide tanique (102,76%), 1’acide tr-
caféique (3264,33%), I’acide p-coumarique (944,12%), la rutine (335,99%), 1’hespéridine
(136,99%), la quercétine (460,48%) et la rhamnetine (44,03%).

Les composés qui ont subi une diminution de concentration sont 1’acide 4-OH
benzoique (33,29%) et I’acide salicylique (36,83%).
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3. Activités antiradicalaires et antioxydantes des extraits des légumes secs

Nous rapellons que 1’action antioxydante des phytonutriments ne s’exerce pas seulement
par I’inhibition et la désactivation des radicaux libres, ainsi que la suppression de 1’oxygene
singulet; elle peut aussi se manifester par la capacité de réduction du Cuivre (CUPRAC) car, il
est bien clair qu’une seule méthode n’est pas suffisante pour caractériser le potentiel antioxydant
d’un échantillon. 1l nous a fallu donc une combinaison de deux mécanismes d’action, un effet
scavenger qui consiste a évaluer la capacité de transfert d’électron et de proton par la réduction
du radical libre DPPH' et le radical cationiqgue ABTS™, et une activité réductrice du cuivre
(CUPRAC). Le test de la capacité de réduction du cuivre est une méthode de mesure du potentiel
antioxydant utilisé pour une grande variété de polyphénols, incluant les acides phénoliques,

hydroxycinnamiques, flavonoides et anthocyanes (Ozyiirek et al., 2011).

3. 1. Activités antiradicalaires des extraits des légumes secs
3.1.1. Activité antiradicalaire évaluée par le test de DPPH

L’activité antiradicalaire des extraits réalisée par le test de DPPH' est exprimée en
pourcentage d’inhibition 50% de ces derniers. L’analyse de différences de [Dactivité
antiradicalaire, réalisée par le test de Tukey (p <0,05), entre les différents extraits est récapituléee
dans le Tableau 13.

Tableau 13. Analyse des différences de 1’activité antiradicalaire (ICso de DPPH") des extraits de

Iégumes secs par le test de Tukey (p <0,05).

Espéces de Variétés ] __Valeurs d’ICs (pg /ml)
légumes Ech. Cru Ech. cuit TV (%) Eau de TV (%)
secs/standards cuisson
Lentilles Var. Metropole | 30,35+0,76° | 14,46+0,23" | -52,35% | 35,14+0,90° | +15,78
Var. Ibla 12,02+0,22° 17,2840,25° | +43,76% | 11,02+0,23% | -8,31

Petits pois Var. Oinward | 150,09+4,89° | 46,18+0,98" -69,23% | 11,57+0,24° | -92,29

Var. Messirl 88,43+1,45" | 41,23+0,96° -53,37% | 11,05+0,92% | -87,50

Haricots Var. Cannellini | 56,32+1,12° | 31,61+0,12° -43,87% | 141,41+2,89° | +151,08

blancs Var. Great 236,01+6,78° | 211,97+5,09° | -10,18% | ND ND
Northerne

Pois chiches Var. Ghab 5 29,36+0,13"° | 32,47+0,34° | +10,59% | 11,02+0,01° | -62,46

Var. Flip 135,67+4,45" | 82,03+2,54° -39,53% | 11,21+0,15* | -91,73

Féves Var. Aguadulce | 75,97+#1,87° | 27,96+0,34* | -63,19% | 29,94+0,15* | -60,58
Var. Shale | 69,01+1,21" | 34,14+0,55° | -50,52% | 31,03+0,78" | -55,03
Standard 1 BHT 58,86+0,50
Standard 2 o- TOC 16,30%0,79

La méme lettre signifie ['absence de différence significative. ND : non determingée.
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3.1.1.1. Extraits des echantillons crus

Pour les extraits des échantillons crus de lentilles, les valeurs de ’activité anti radicalaire
estimée par I’ICsp sont variables. Elles sont équivalentes a 30,35+0,76 pg /ml et 12,02+0,22 ug
/ml respectivement pour la variété Metropole et la variété Ibla. L’analyse des différences indique

une différence significative (p<0,05) entre les deux variétés (Tableau 13).

Les valeurs d’ICsp montrent que la concentration inhibitrice de I’extrait de 1’échantillon
cru Var. Metropole est plus importante que celle de 1’extrait de 1’échantillon cru Var. Ibla, ce
qui signifie que I’extrait de ce dernier est plus efficace. En effet, plus la concentration

inhibitrice est faible plus I’effet anti radicalaire est puissant (Boumarfegue et al., 2012).

A des fins comparatives, deux antioxydants standards sont utilisés; ’a tocophérol et le
butyl-hydroxy-toluéne (BHT). L’extrait de 1’échantillon cru Var. Ibla et celui de la variété
Metropole ont enregistré une ICsq inférieure a celle du BHT, donc ils sont plus actifs par rapport
a ce dernier. Par contre le standard a tocophérol a présenté une ICsq inférieure donc un pouvoir
anti radicalaire supérieur a celui de I’extrait de 1’échantillon cru Var. Métropole. Ces résultats
permettent de classer les extraits par rapport aux standards selon leur pouvoir anti radicalaire par
ordre décroissant (Extrait de 1’échantillon cru Var. Ibla > o tocophérol> Extrait de 1’échantillon
cru Var. Métropole> BHT). En se référant a la bibliographie, Chakraborty et Bhattacharyya
(2014) ont trouveés une ICsp égal a 471,44+21,73 umol E acide ascorbique /g de MH, alors que
Zhang et al. (2018) ont donnés des valeurs comprises entre 23.83 et 35.03 umol E Trolox/g de
MS.

Quant aux extraits des échantillons crus de petits pois, les standards a-TOC (16,30+0,79
pg/ml) et BHT (58,86+0,50 pg/ml) employés semblent étre les plus actifs, suivis par I’extrait de
la variété Messirl (88,43+1,45ug/ml), puis I’extrait de la variété Oinward (150,09+4,89ug/ml)
avec une différence variétale significative (p <0,05) (Tableau 13). En se référant aux résultats de
I’analyse LC-MS/MS, ce résultat pourrait étre d0 probablement a la richesse de la variété Messirl
en certains composés phénolique en I’occurrence la naringenine, la fisetine, I’acide salicylique et
I’acide 4-OH- benzoique, ainsi qu’aux concentrations élevées de I’acide protocatéchique, 1’acide
tanique et 1’hespéridine par rapport a la variété Oinward. Dans le méme contexte, Tumbas et al.
(2010) ont montré que 1’hespéridine qui est responsable de cette activité anti radicalaire
importante. Donc la relation entre la teneur en polyphénols et 1’activité anti radicalaire renforce

I’hypothése de I’existence de cette corrélation.
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Les teneurs détermineés dans la présente étude en utilisant la méthode de DPPH" sont différentes
a celles observées par Xu et Chang (2012) pour des échantillons de pois jaunes (3,58 pumol

TEAC / g d’échantillon) et de pois verts (2,77 umol TEAC / g d’échantillon).

Il est & remarquer clairement, que les extraits des échantillons crus des deux variétés
d’haricots secs possédent des activités anti radicalaires avec une différence significative (p
<0,05). L’extrait de la variété Cannellini a montré 1’activité anti radicalaire la plus élevée. Sur la
base du pouvoir anti radicalaire, ’ordre de classement des extraits et des standards est le
suivant : o-TOC> extrait Var. Cannellini >BHT> extrait Var. Great Northerne. A titre
comparatif, mais par rapport a la matiéere humide, Chakraborty et Bhattacharyya (2014) ont
trouvé une I1Cso de 'ordre de 617.29+10.58 uM équivalents d'acide ascorbique / g chez le

haricot commun rouge.

En se basant sur I’analyse quantitative, les haricots Var. Cannellini crue contiennent plus
d’acide tanique, vanilline, acide 4-OH benzoique, acide salicylique et naringenine que la variété
Great Northerne crue. En effet, les tanins condensés et les tanins hydrolysables de haut poids
moléculaire s’averent étre les antioxydants les plus efficaces que les composés phénoliques
simples (Hagerman et al., 1998). Ce constat est cohérent avec le cas de la variété Cannellini

crue qui a enregistré plus d’acide tanique que la variété Great Northerne crue.

Sur la base du pouvoir anti radicalaire mesuré, 1’ordre de classement des extraits de pois
chiches et des standards employés est le suivant : a-TOC> Extrait Var. Ghab5 >BHT> Var. Flip
avec une différence significative. Il s’avére donc que 1’extrait de pois chiches Var.Ghab5
possede I’activité anti radicalaire la plus élevée par rapport a 1’extrait de pois chiche Var. Flip et
méme le standard BHT. En analysant les pois chiches humides, variété Bengal gram,
Chakraborty et Bhattacharyya (2014), ont trouvé une ICsy égal 103,2844,25 uM équivalents

d'acide ascorbique / g d’échantillon.

En effet plusieurs facteurs influent sur le potentiel anti radicalaire et la cinétique de
réduction du radical DPPH'. Selon Popovici et al. (2009) les conditions de la réaction (temps,
rapport Antioxydant/DPPH', type de solvants, pH) et le profil phénolique de I’extrait en question
en particulier sont des facteurs qui impactent le potentiel anti radicalaire. Le profil
chromatographique de I’extrait de pois chiches crus Var. Ghab 5 s’est avéré riche en acide

protocatéchique, acide tanique, hesperidine, fisetine et apigenine. Alors que I’extrait de pois
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chiches crus Var. Flip est moins riche, composé seulement de 1’acide protocatéchique et

I’hespéridine.

Selon les résultats présentés dans le tableau ci-dessus, nous pouvons classer les extraits
de féves par ordre décroissant en fonction de leur concentration inhibitrice 50 (ICsp) comme
suit : extrait Var. Shale > extrait Var. Aguadulce. Les antioxydants standards utilisés ont le
pouvoir antioxydant le plus élevé car ils ont les ICs les plus faibles, a savoir le a-TOC et le
BHT. Le résultat de Boukhanouf et al. (2016) est nettement différent, ils ont trouvés une activité
antioxydante de 5,89 + 0.48 ug EAG/mg de MS.

Pour les extraits des graines crues des espéces de legumes secs étudiées, il y’a un effet
espece et un effet variété significatifs enregistrés pour les activités anti radicalaires (p<0,05%)
(Tableau 13) dont la lentille Var. Ibla a enregistré la plus faible 1Cso (12,02+0,22ug/ml) et le
haricot Var. Great Northerne a révélé la plus haute ICsy (236,01+6,78ug/ml).

En effet, I’extrait de I’échantillon cru Var. Ibla le plus actif, a présenté la teneur la plus
¢levée en flavonoides, tanins et anthocyanes et I’analyse qualificatif par LCMS/MS confirme ce
résultat. Cela peut étre également attribué a la structure des composés phénoliques, au degré
d'’hydroxylation et aux effets synergiques entre diverses classes d’antioxydants présents dans les
extraits (composés phénoliques, flavonoides, tanins, caroténoides, etc.) (Riz-Evans et al., 1996).
Néanmoins, a travers la recherche bibliographique, de trés grandes différences de points de vue
sont notées a propos de cette corrélation. Certains travaux ont montré une bonne corrélation entre
les ICsp et la teneur en polyphénols et en flavonoides, a I’apposé d’autre études n’ont pas établie
cette corrélation (Athamena et al., 2010; Mariod et al., 2010). Par ailleurs, il est bien établi que
I’activité antioxydante est corrélée positivement avec la structure des polyphénols.
Généralement, les polyphénols avec un nombre élevé du groupements hydroxyles présentent
I’activité antioxydante la plus élevée (Heim et al., 2002) due a leur pouvoir de donner plus
d’atomes d’hydrogéne pour stabiliser les radicaux libres (Torres de pinedo et al., 2007). Ainsi,
I’effet antioxydant n’est pas seulement dose-dépendant mais également structure dépendant
(Rodriguez et al., 2009).

Cette méme variété (Var. Ibla crue) s’est révélée riche en acide tanique, acide tr-
caféique, naringénine, hesperétine, apigenine, acide gallique, hyperoside, fisétine, lutéoline et en

kaempferol. Selon la bibliographie, 1’activité anti radicalaire élevée de I’extrait de la variété Ibla
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est due en fait a I’effet inductif des trois groupes hydroxyles de I’acide gallique et aussi a la

présence de 1’acide p-coumarique (Sanchez-Moreno et al., 1998; Benhammou et al., 2008).

D’autres travaux ont montré que 1’acide p- coumarique possede de forte corrélation
positive entre 1’activité du piégeage des radicaux (DPPH’) (Tsai et al., 2007). Cette activité est

due probablement aussi a 1’abondance des flavonols comme le kaempferol (Bylka et al., 2001).

3.1.1.2. Extraits des échantillons cuits

L’activité anti radicalaire de 1’extrait de lentille cuite Var. Metropole est plus
importante que celle de 1’extrait de lentille cuite Var. Ibla et des antioxydants standards utilisés
avec une différence significative (»p<0,05). Sur la base de pouvoir anti radicalaire, I’ordre de
classement est le suivant : Extrait de I’échantillon cuit Var. Métropole > o -tocophérol> Extrait
de I’échantillon cuit Var. Ibla> BHT (Tableau 13).

Les résultats obtenus indiquent que la cuisson a un effet significatif sur I’activité anti
radicalaire des deux extraits par rapport a I’état cru. Néanmoins, nous n’avons pas pu dégager le
méme constat pour les deux variétés. Il y’a une augmentation de I’activité anti radicalaire de
I’extrait de 1’échantillon cuit Var. Métropole (soit une diminution de 1’ICsy de 52,35%) et une
diminution de celle de I’extrait de I’échantillon cuit Var. Ibla (soit une augmentation de 1’ICsg de
43,76%) (Figure 41A). Dans la méme optique de recherche, Chakraborty et Bhattacharyya
(2014) ont constaté une diminution du potentiel antioxydant aprés cuisson des grains de lentilles
(Lens culinaris) achetées des marchés locaux a Ichapur, Bengale) avec une ICsy équivalente a
99,53+15,32 uM E acide ascorbique /g de MH. Ce résultat concorde avec le résultat soulevé

concernant la variété Ibla.

Concernant les petits pois, les résultats obtenus indiquent que 1’antioxydant standard o-
TOC a le potentiel anti radicalaire le plus élevé, et que 1’extrait de 1’échantillon cuit Var. Messirl
présente la plus haute activité anti radicalaire équivalente a 41,23+0,96 pg/ml, soit une
augmentation de 53,37% par rapport a I’extrait d’echantillon cru (Figure 41B). Pour I’extrait des
graines cuites de la variété Oinward, la valeur de I’activité anti radicalaire obtenue est de
46,18+0,98 pg/ml, c’est & dire une augmentation de 69,23% par rapport a lextrait d’echantillon
cru (Figure 41B). L’antioxydant standard BHT a présenté 1’activité anti radicalaire la plus faible
avec une ICsp de 58,86+0,50 ug/ml. Sur la base de ces résultats, I’ordre de leur classement est le
suivant : a-TOC> Extrait Var. Messirl cuite > Extrait Var. Oinward cuite> BHT. En effet, la

cuisson des graines des deux variétés a engendré une augmentation de 1’activité antiradicalaire
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parrapport a celle des graines crues. Selon le résultat de LCMS/MS, la cuisson des graines de la
variété Messirl a entrainé une augmentation de concentrations des composés suivants: acide
salicylique, 4-OH benzoique, acide tanique et acide protocatechique. De méme, elle a augmenté
la concentration de I’acide protocatechique et de 1’acide p-Coumarique dans ’extrait de la

variété Oinward.

La comparaison de 1’activité antiradicalaire des extraits de la variété Cannellini cuite et la
variété Great Northerne cuite avec les antioxydants standards a permet le classement du pouvoir
anti radicalaire suivant: a-TOC> Extrait haricots secs cuits Var. Cannellini >BHT> Extrait
haricots secs cuits Var. Great Northerne. Par rapport a 1’état cru, le classement est maintenu et
I’activité antiradicalaire est augmentée aprés cuisson (43,87% et 10,18% pour la Var. Cannellini
et la Var. Great Northerne, respectivement) mais elle reste moins éfficace que le standard o
tocophérol (Figure 41C). Par rapport a la bibiographie, Chakraborty et Bhattacharyya (2014) ont
trouvé une 1Csy égal a 893.03£29.54 uM équivalents d'acide ascorbique / g de MH chez le

haricot commun rouge cuit.

Concernant les pois chiches et sur la base des valeurs de 1’ICsq obtenues, le classement
des extraits et des standards analysés est le suivant: a-TOC > extrait Var. Ghab5cuite >BHT>
extrait Var. Flip cuite avec une différence variétale significative. L’ordre de classement est le
méme que le cas des extraits crus. L’activité anti radicalaire de pois chiche Ghab 5 diminue de
10,59% (Figure 35D) suite a la diminution des concentrations de naringenine et fisetine. Alors
que celle de la variété Flip a augmenté apres cuisson de 39,53% (Figure 41D) suite a la
néoformation d’acide tanique et augmentation de la concentration d’acide protocatéchique. Dans
le meme axe, Chakraborty et Bhattacharyya (2014), ont trouvé une ICsq égal a 50.77+7.57uM
équivalents d'acide ascorbique / g de MH chez le Cicer arietinum, variété Bengal gram

Pour les féves, 1’ordre décroissant de I’activité antiradicalaire est le suivant:a-TOC >
I’extrait d’échantillon cuit Var Aguadulce > I’extrait d’échantillon cuit Var Shale >BHT. Nous
avons enregistré un impact positif de la cuisson sur I’activité anti radicalaire pour les deux
variétés qui présentent une différence variétale significative (soit une augmentation de 63,19% et
50,52% pour la variété Aguadulce et la variété Shale, respectivement) (Figure 41E).

Boukhanouf et al. (2016) qui ont trouvés une teneur de 2,39+0,27 ug EAG/mg de MS, cette
augmentation de 1’effet scavenger des radicaux libres peut étre causée par la perturbation de la
membrane et la paroi cellulaire conduisant a la libération des composés antioxydants de la

matrice végétale.
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Pour les extraits des graines cuites des légumes secs étudiés, il y’a un effet espéce
significatif (p<0,05%). En effet, I'extrait de I’échantillon cuit de la lentille variété Metropole a
montré une faible valeur d’1Cs (14,46+0,23 pg/ml) et la plus grande valeur a été constatée pour
I’extrait de I’échantillon cuit du haricot variété Great Northerne (211,97+5,09 pg/ml) (Tableau
13). 1l est trés accepté que ce n’est pas nécessairement la forte teneur en polyphénols exhibe une
activité antioxydante puissante (Moure et al., 2001). Selon la littérature, I’activité anti radicalaire

est liée avec la présence des flavonoides et des anthocyanes.

Il s’avere clairement que l’augmentation de I’activité anti radicalaire des composés
phénoliques des graines cuites de la variété Métropole est étroitement liée avec 1’augmentation
de la concentration des acides phénoliques (acide gallique et acide tanique). 1l est possible que le
traitement thermique a favorisé la fragilisation de la paroi cellulaire végétale et a entrainé une
libération accrue de composés bioactifs. De plus, le processus de chauffage pourrait décomposer
les formes polymérisées comme les tanins pour former ces deux acides. Concernant la
diminution de I’activité anti radicalaire de la variété Ibla, elle pourrait étre due a la diminution

de la concentration de tous les composés phénoliques dosés par rapport a 1’état cru.

Makris et Rossiter (2001) ont rapporté que 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. Donc, 1’activité antioxydante est a la fois dose

dépendante et structure dépendante.

Une étude de Sreeramulu et al. (2009) a rapporté que ce type de corrélation pourrait étre

dd a des réponses différentes de composés phénoliques dans différents systéemes de dosage.

3.1.1.3. Extraits des eaux de cuisson

Les résultats obtenus indiquent que les extraits des eaux de cuisson des graines des deux
variétés ont exercé une activité antiradicalaire importante. Cependant, 1’activité antiradicalaire de
I’extrait de I’eau de cuisson Var. Ibla reste supérieure a celle de I’extrait de 1’eau de cuisson Var.
Métropole et celles des deux antioxydants standards. Sur la base de pouvoir antiradicalaire,
I’ordre de leur classement est le suivant : Extrait de 1’eau de cuisson Var. Ibla>a-TOC> Extrait
de I’cau de cuisson Var. Metropole>BHT. En comparant les valeurs des activités antiradicalaires
révélées dans les extraits des eaux de cuisson avec celles des extraits des echantillons crus, on

note une augmentation pour la variété Ibla (soit une diminution de 8,31% dans 1’ICs) et une

117



3. Activités antiradicalaires et antioxydantes des extraits des légumes 3. Résultats et discussions secs

diminution pour la variété Métropole (soit une augmentation de 15,78% dans 1I’ICsp) (Figure
41A).

Parrapport a ’activité antiradicalaire des extraits des eaux de cuisson, aucune différence
significative entre les deux variétés de petits pois n’a été¢ constatée. Quant a 1’extrait de I’eau de
cuisson Var Messirl, ’activité anti radicalaire mesurée est 1égérement élevée par rapport a celle
de DI’extrait de I’ecau de cuisson Var. Oinward. Les deux antioxydants standards utilisés ont
montré de faibles pouvoirs antiradicalaires. Sur la base de leur activité antiradicalaire, 1’ordre de
leur classement est le suivant : Extrait de 1’eau de cuisson Var. Messirl>Extrait de 1’eau de
cuisson Var. Oinward>a-TOC>BHT. En comparant ces résultats avec les résultats révélés a
I’état crus, une augmentation dans 1’activité antiradicalaire de 92,29% pour I’extrait de ’eau de
cuisson Var. Oinward, et de 87,50% pour I’extrait de ’eau de cuisson Var. Messirl ont été

constatées (Figure 41B).

Pour les haricots et sur la base du pouvoir antiradicalaire, le classement des extraits des
eaux de cuisson et des standards employés est le suivant : a-TOC>BHT>Extrait de 1’eau de
cuisson Var. Cannellini. Le pouvoir anti radicalaire révélé pour I’extrait de 1’eau de cuisson de la
variété Cannellini est trés faible en le comparant avec les deux standars. De méme, nous avons
enregistré une diminution de ’activité antioxydante par rapport a 1’état cru de 151.08% (Figure

41C).

Les extraits des eaux de cuisson des graines de pois chiches ont un pouvoir antiradicalaire
supérieur a celui des antioxydants standards. Selon ce pouvoir, ils sont classés selon 1’ordre
suivant: Extrait de ’eau de cuisson Var. Ghab 5> Extrait de 1’eau de cuisson Var. Flip > a-TOC
> BHT. Ce classement pourrait étre di a la teneur en composés phénoliques dans les deux
extraits qui ne sont pas differents significativement. 1l a remarque aussi un impact positif de la
cuisson sur 1’activité antiradicalaire des deux extraits (soit une augmentation de 62,46% et
91,73% pour I’extrait de 1’eau de cuisson Var. Ghab 5 et lextrait de 1’eau de cuisson Var. Flip

respectivement) (Figure 41D).

La capacité antiradicalaire des extraits des eaux de cuisson des deux variétés de feve est
plus intéressante en les comparants au standard BHT employé. Par contre ’antioxydant standard
a-TOC reste le plus actif. L’activité antiradicalaire révélée est plus importante que celle des
¢échantillons crus de deux variétés. L’extrait de 1’eau de cuisson de la variété Aguadulce est le
plus efficace avec une 1C5,=29,94+0,15ug/ml. A titre comparatif avec 1’état cru, nous constatons

une augmentation du pouvoir antiradicalaire dans les deux extraits, cette augmentation est de
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60,58% et 55,03% pour I’extrait de 1’eau de cuisson Var. Aguadulce et 1’extrait de ’eau de

cuisson Var. Shale, respectivement (Figure 41E).

La meilleure activité antiradicalaire est obtenue par l’extrait de 1’eau de cuisson de

lentille Var. Ibla et de 1’eau de cuisson de pois chiche Var. Ghab 5.

L’eau de cuisson de la variété Ibla s’est avérée riche en acide acide gallique, acide
protocatéchique et acide tr- caffeique par rapport a ’eau de cuisson de la variété Métropole.
Parmi les composés néoformés, figure la quercétine, dont les produits résultant de son oxydation,
comme le dérivé benzofuranone et 1'acide protocatéchique (dominant dans I’eau de cuisson de la
variété Ibla) ont montré un pouvoir antiradicalaire notable (Rice-Evans et al., 1996). Ces
dérivés contribuent de maniére générale au pouvoir antioxydant global des flavonoides, et de
maniere particuliere du flavonol. Ce qui explique pourquoi la quercétine est un trés bon
antioxydant en genéral, dont I'effet protecteur peut persister méme apres ingestion. Aussi, la
quercétine combine les trois critéres structuraux nécessaires en étant un piégeur des radicaux

libres, un bon révélateur et le plus actif.

D’un autre cOté, on assiten a une neoformation de dix composés phénoliques dans I’cau
de cuisson de la variété Ghab5, qui sont: I’acide gallique, ’acide chlorogénique, 1’acide tr-
cafféique, I’acide p-coumarique, 1’acide 4-OH-benzoique, 1’acide salicylique, la lutéoline, le

kaempférol et I’apigénine. Ces composes ont des pouvoirs antioxydants notables.
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Figure 41. Pourcentage de variation des ICso (DPPH"), des extraits de légumes secs cuits et des
eaux de leur cuisson par rapport aux légumes secs crus.

A Lentilles B : petits pois C:Haricots D : poischiches E : Feves.

3.1.2. Activité antiradicalaire évaluée par le test de ABTS”

L’activité antiradicalaire des extraits réalisée par le test ABTS™ est exprimée en
pourcentage d’inhibition 50% de ces derniers. L’analyse de différences de 1’activité
antiradicalaire, réalisée par le test de Tukey (p <0,05), entre les différents extraits est récapitulée
dans le Tableau 14.
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Tableau 14. Analyse des différences de 1’activité antiradicalaire (ICso de ’ABTS™) des extraits

de légumes secs par le test de Tukey (p <0,05).

Espéces de Variétes ] _Valeurs d’ICs, (pg /ml)
légumes Ech. cru Ech. cuit TV (%) Eau de TV (%)
secs/standards cuisson
Lentilles Var. Metropole | 110,79+1,23° | 100,57+1,34° | -9,22 | 47,84+0,65" | -56,81
Var. Ibla 66,17+1,67° | 136,90+2,54" | +106,89 | 30,34+0,43° | -54,14
Petits pois Var. Oinward ND 850+3,10° ND 84,83+1,09° ND
Var. Messirl 729,40+6,70° | 320,20+5,78% | -56,10 | 98,56+2,56° | -86,48
Haricots Var. Cannellini ND ND ND 100,15+3,56" ND
blancs Var. Great | 356,4945 79° ND ND | 53.20+1,02° | -8507
Northerne
Pois chiches Var. Ghab 5 ND ND ND 40,76+0,98° ND
Var. Flip 250,79+4,67° ND ND 77,35+1,47° | -69,15
Feves Var. Aguadulce | 57,27+#1,39° | 117,04+4,82° | 104,36 ND ND
Var. Shale 61,91+1,91° | 11,05+0,74* | -82,15 | 11,03+0,51° | -82,18
Standard 1 BHT 12,29+0,67
Standard 2 a- TOC 9,88+0,23

La méme lettre signifie 'absence de différence significative intra espéces. ND > non déterminée.

3.1.2.1. Extraits des échantillons crus

Pour les extraits des échantillons crus des deux variétés de lentilles étudiées, la meilleure
activité antiradicalaire, estimée par la valeur de I'ICsp, est enregistré pour la variété Ibla
(Tableaul4). Cependant cette valeur reste superieure a celles des standards utilisés (BHT et a
tocophérol). L’ordre de leur classement en fonction du pouvoir anti radicalaire est: o-
tocophérol> BHT> Extrait de 1’échantillon cru Var. Ibla > Extrait de 1’échantillon cru Var.
Métropole avec une différence significative (p <0,05). Concernant les deux standards employés,
les résultats de Ho et al. (1994) ne sont pas cohérents avec les notres, ils ont montré que 1'a-
tocophérol est un antioxydant plus puissant que le BHT. Certains auteurs notamment,
Chakraborty et Bhattacharyya (2014), en utilisant d’autres standards ont trouvé une ICs

équivalente a 17,50+1,74 uM E acide ascorbique / g de MH.

Miliauskas et al. (2004) ont montré qu’un antioxydant efficace dans un test n’est pas
forcément efficace dans un autre est ¢’est notre cas ou ’activité anti radicalaire mesurée par le
test de DPPH- est différente de celle mesurée par le test de I’ABTS™. Les meilleurs résultats ont
été obtenus par la méthode de DPPH'. Bien que le radical libre DPPH" soit utilisé partout pour
estimer I’activité potentielle de piégeage des radicaux libres des produits naturels, I'ABTS™ le

radical cationique est couramment utilisé lorsque des problémes de solubilité ou d'interférence
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surviennent et l'utilisation de dosages a base de DPPH' devient inappropriée (Sreeramulu et al.,
2009).

Vu les faibles valeurs de leurs ICsp, les standards employés s’avérent les plus actifs. En
revanche, le pouvoir antiradicalaire de 1’extrait des graines crues de la variété Messirl est moins
important avec une valeur de I’'ICso de 729,40+6,70ug/ml. De méme, la variété Oinward n’a

présenté aucune activité anti radicalaire vis-a-vis du radical ABTS™.

L’ordre de classement de 1’activité anti radicalaire on tenant compte les deux variétés de
I’haricot et les deux standards est le suivant: a-TOC>BHT>Extrait de 1’echantillon cru Var.
Great Northerne, alors que D’activité antiradicalaire de 1’extrait de 1’echantiollon cru Var.
Cannellini n’a pu étre déterminée par cette méthode. Chakraborty et Bhattacharyya (2014) ont
trouvé une 1Cs égal a 30.89+2.76 uM équivalents d'acide ascorbique / g de MH chez le haricot
commun rouge avec le radical ABTS™.

Les différences entre les activités de piégeage des radicaux DPPH' et ABTS™ peuvent
étre attribuées aux milieux réactionnels. L'analyse DPPH" est classiquement conduite dans un
solvant polaire, tandis que I'analyse ABTS™ est réalisée dans des conditions aqueuses. Les deux
radicaux peuvent se résoudre différemment, leur taille moléculaire est différente. Le radical
ABTS™ doit étre formé au départ, alors que le DPPH" est vraiment un radical stabilisé en lui-
méme. De plus, ils pourraient également avoir des affinités différentes contre d'autres composes
présents dans les échantillons. Peut-étre aussi des glucides, des lipides etc. lls n‘ont pas de forte
spécificité vis-a-vis des composés phénoliques.

L’activité la plus élevée est celle du standard a-TOC suivie par celle du standard BHT et
celle de I’extrait pois chiches crus Var. Flip. L’activité anti radicalaire de 1’extrait de pois
chiches crus Var. Ghab 5 n’a pas été¢ déterminée par cette méthode. Selon Chakraborty et
Bhattacharyya (2014), le Cicer arietinum variété Bengal gram a une ICsy nettement différente

équivalente a 14,63+1,12 uM équivalents acide ascorbique / g de MH.

Les deux antioxydants standards sont révélés plus actifs avec une 1Cso= 9.88+0.23ug/ml
pour le a-TOC et une 1C5=12.2940.67 pour le BHT. L’extrait de I’echantillon cru Var.
Aguadulce et celui de I’echantillon cru Var. Shale, sont les moins actifs avec une différence

variétale significative.
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Chen et al. (2015) ont trouvé des phénomenes similaires et ont expliqué que la baisse de
I'activité antioxydante etait liée a la diminution de la teneur en composés phénoliques et en

flavonoides.

3.1.2.2. Extraits des échantillons cuits

En comparaison avec les antioxydants standards employés, les extraits de lentilles cuites
testés s’avérent étre moins actifs. Sur la base de la capacité antiradicalaire, 1’ordre de leur
classement constaté est le suivant: o tocophérol>BHT> Extrait de 1’échantillon cuit Var.
Métropole> Extrait de 1’échantillon cuit Var. Ibla. En se référant a 1’état cru, I’activité anti
radicalaire a été réduite lors de la cuisson de 1’échantillon Var. Ibla (soit une augmentation de
106, 89% des valeurs de 1I’ICsp) (Figure 42A) et elle a été augmentée pour 1’échantillon cuit Var.
Métropole (soit une diminution de 9,22% des valeurs de 1’ICsp) (Figure 42A). Par comparaison
aux travaux de Chakraborty et Bhattacharyya (2014) qui ont trouvé une I1Csg égal 11,63+1,31 uM
E acide ascorbique/g de MH, une diminution de I’activité anti radicalaire a été soulevée par
rapport a I’état cru; ce résultat concorde avec le n6re dans le cas de la variété Ibla. De méme,
Xu et Chang (2009b) ont déterminé une réduction de la capacité antioxydante des lentilles aprés

cuisson & la vapeur.

La meilleure activité antiradicalaire est obtenue avec I’extrait de 1’échantillon cuit de la
variété Messirl (1C50=320,20+5,78ug/ml) soit une augmentation de 56,10% par rapport a 1’état
cru (Figure 42B). Alors que la plus faible activité est celle de la variété Oinward cuite
(850+3,10ug/ml). Par ailleurs, les antioxydants standards ont manifesté une activité anti
radicalaire plus importante. Sur la base de pouvoir antiradicalaire, I’ordre de leur classement est
le suivant : a-TOC >BHT >Extrait de 1’échantillon cuit Var. Messirl>Extrait de 1’échantillon cuit

Var. Oinward.

L’activité antiradicalaire des extraits des échantillons cuits des haricots et des pois
chiches n’a pas été déterminée par la méthode d’ABTS™. Généralement, il semble que chaque
composé montre un comportement différent quant a son affinité vis a-vis du radical DPPH' ou

ABTS", ce constat est cohérent avec celui de Li et al. (2006).

L’antioxydant standard a-TOC est plus actif, suivie par 1’extrait de la variété¢ Shale cuite,
le BHT et I’extrait de la variété Aguadulce cuite. Un effet positif de la cuisson sur I’activité
antioxydante a été constaté chez la variété Shale exprimé par une diminution d’ICsp de 1’ordre de
82,15%. Un effet négatif a été noté chez la variété Aguadulce réflété par une augmentation
d’ICsp de I'ordre de 104,36% (Figure 42E). Cette différence pourrait étre due au phénomene

d’affinité des composés phénoliques vis-a-vis les radicaux, aux effets synergiques entre les
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composés phénoliques, ainsi a 1’action des produits de réaction de Maillard qui sont doués des

activités antioxydantes.

3.1.2.3. Extraits des eaux de cuisson

Les valeurs de I’ICso des deux extraits testés de lentilles montrent une grande variation.
L’extrait de I’eau de cuisson Var. Ibla semble avoir I’activité antiradicalaire la plus importante,
suivie par ’extrait de 1’eau de cuisson Var. Métropole. En comparaison avec les antioxydants
standards, ces deux extraits s’averent moins efficaces. Sur la base de pouvoir antiradicalaire,
I’ordre de leur classement est le suivant: a-TOC>BHT>Extrait de 1’eau de cuisson Var.
Ibla>Extrait de I’eau de cuisson Var. Metropole). La valeur de 1’ICsp obtenue avec a-TOC est
tres faible (9,88+0,23ug /ml), refléte son puissant effet anti radicalaire.
Par rapport a 1’état cru, I’activité antiradicalaire évaluée pour les eaux de cuisson Var. Ibla et
celle de la variété Métropole est nettement élevée, soit une diminution de 54,14% et 56,81% des

valeurs de I’ICs respectivement (Figure 42A).

En ce qui concerne I’extrait de 1’eau récupérée de la cuisson de la variété Oinward,
I’activité antiradicalaire enregistrée est plus élevée que celle de 1’extrait de I’eau de cuisson de la
variété Messirl. La comparaison entre les deux variétés révele une différence significative. Le
pouvoir anti radicalaire le plus élevé a eté enregistré pour le standard o-TOC. Sur la base de leur
potentiel anti radicalaire, I’ordre de leur classement est: a-TOC> BHT > Extrait de I’eau de
cuisson Var. Oin ward>Extrait de 1’eau de cuisson Var. Messirl.

Par rapport aux échantillons crus, les deux eaux de cuisson ont donné un pouvoir anti radicalaire

¢élevé. Soit une augmentation de 86.48% pour I’eau de cuisson Var. Messirl (Figure 42B).

Concernant les haricots, les valeurs de I’activité anti radicalaire des extraits analysés
présentent des différences significatives (p<0,05). L’activité¢ antiradicalaire la plus élevée est
celle du standard a-TOC, suivie de celle du standard BHT, puis celle de ’extrait de 1’eau de
cuisson Var. Great Northerne, et a la fin celle de I’extrait de 1’eau de cuisson Var. Cannellini.

En se référant a 1’état cru, 1’activité anti radicalaire des eaux de cuisson s’avere plus élevée suite
a la diffusion de ces composes phénoliques dans celles-ci (soit une diminution de 1I’ICsp de

85,07% pour I’eau de cuisson Var. Great Northerne (Figure 42C).

Le classement des activités antiradicalaires selon 1’ICsy pour les pois chiches est le
suivant: aTOC>BHT > Extrait de 1’eau de cuisson Var. Ghab5>Extrait de 1’eau de cuisson Var.

Flip avec une différence variétale significative. Les deux eaux de cuisson ont présenté les
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meilleures activités anti radicalaires par rapport a 1’état cru (soit une augmentation de 69,15%

pour I’eau de cuisson Var. Flip) (Figure 42D).

L’activité antiradicalaire de I’extrait de 1’eau de cuisson de la féve Var. Aguadulce est
non déterminée, donc seulement 1’extrait de ’eau de cuisson de la variété Shale exerce une
activité antiradicalaire non négligeable. Elle est supérieure a celle de 1’antioxydant standard BHT

et 82,18% plus élevée que celle de ’extrait cru de la méme variété (Figure 42E).

106,89 m Graines cuites
m Eaux de cuisson Var.Oinward

Graines cuites

I m Eaux de cuisson

A

-54,14 56,81 -86,48

: ; m Graines cuites

E q . . i , m Graines cuites
ini ® Eaux de cuisson )
Var.Cannellini \N/z:t Var. Var.Ghab5 ® Eaux de cuisson

C

D

-85,07 -69,15

® Graines cuites

® Eaux de cuisson
104,36

Var.Aguadulce

-82,15 -82,18

Figure 42. Pourcentage de variation des ICso (ABTS™), des extraits de légumes secs cuits et des
eaux de leur cuisson par rapport aux légumes secs crus.

A Lentilles B : Petits pois C: Haricots D : pois chiches E : Féves.
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3. 2. Activités antioxydantes des extraits des Iégumes secs

Les valeurs de la capacité de réduction du cuivre des extraits des légumes secs ont été calculés a

titre de A0,5 (ug / ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance. La capacité

de réduction des extraits a été comparée a celles des standrds o-TOC et du BHT (Tableau 15).
Tableau 15. Principaux résultats du test CUPRAC (A0,5 pg / ml).

Especes de Variétés Valeurs de A 0,5 (ug /ml)
légumes Ech. Cru Ech. cuit TV Eau de TV
secs/standards (%) cuisson (%)
Lentilles Var. Metropole | 21,5+£0,002% | 23,17+0,008° 7,76 5,47+0,002° | -74,55
Var. Ibla 7,46+0,005° 25,92+0,0087 | 71,21 | 19,24+0,001" | 157,90
Petits pois Var. Oinward 23,17+0,008% 21,5+0,002° 7,2 5,74+0,002° | -75,22
Var. Messirl 19,24+0,001" 7,46+0,005% | -61,22 | 25,92+0,008" | 34,71
Haricots Var. Cannellini | 49,07+0,004° | 77,83+0,013° | 58,61 | 90,97+0,003° | 85,38
blancs Var. Great 73,97+0,006° | 102,56+0,001% | 38,65 | 51,56+0,003" | -30,29
Northerne
Pois chiches Var. Ghab 5 45,02+0,001% | 55,39+0,001° | 23,03 | 28,38+0,006° | -36,96
Var. Flip 96,87+0,004° | 97,29+0,003% | 0,43 | 48,52+0,008™ | -49,91
Feves Var. Aguadulce | 48,52+0,004° | 12,89+0,008° | -73,43 | 8,43+0,004° | -81,80
Var. Shale 36,86+0,005" 5,52+0,001% | -85,02 | 11,030,001 | -70,07
Standard 1 BHT 7,09+0,004
Standard 2 a- TOC 9,11+0,012

La méme lettre signifie ['absence de différence significative intra espéce. ND - non déterminée.

3.2.1. Extraits des échantillons crus

L’évaluation de I’activité antioxydante des substances naturelles a fait I’objet de plusieurs
travaux actuels, mais seules quelques publications traitent les propriétés antioxydantes des
composés phénoliques des légumineuses. D’apres nos résultat, 1’extrait de 1’échantillon cru Var.
Ibla posséde le meilleur pouvoir réducteur de Cu *? (Ag5=7,46 pg/ml) par rapport a I’extrait de
I’échantillon cru Var. Métropole (Ags=21,50ug/ml), il est proche du standard BHT qui présente
la plus forte activité réductrice de cuivre (Aos=7,09 pg/ml). La comparaison entre les deux

variétés a révelé une différence significative (p <0,05) (Tableau 15).

La comparaison de nos résultats avec d’autres études étaient plutdt difficiles en raison de
différents tests et unités dans lesquelles I’activité antioxydante était exprimée. Selon Amarowicz
et al. (1996), les extraits des graines de lentille avaient une activité antioxydante importante dans

un systéme modele B-carotene-linoléate.
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Quant aux petits pois, les résultats obtenus indiquent que D’activité antioxydante
(réduction du Cu*?) est affectée d’une facon variable selon la variété. L’extrait de I’échantillon
cru Var.Messirl a enregistré un bon pouvoir réducteur par rapport a celui de de 1’échantillon cru
Var. Oinward. La comparaison entre les deux variétés révele une différence significative (p
<0,05) (Tableau 15). Sur la base de ces résultats, 1’ordre de classement est le suivant : BHT > a

TOC> Extrait de ’échantillon cru Var. Messirl > Extrait de 1’échantillon cru Var. Oinward.

Amarowicz et al. (2004), ont indiqué que les variétés colorées ont montré une activité
antioxydante significativement plus éleve que les variétés de couleurs vives. Ceci est en accord
avec les données publiées de Duefias et al. (2004), qui ont également déterminé une teneur

élevée en acides phénoligues dans les téguments de deux variétés de petits pois colorées.

Pour le haricot, la variété Cannellini a révelé une activité antioxydante nettement
supérieure (Ao5=49,07ug/ml) a celle de la variété Great Northerne (Aos=73,97ug/ml). Les deux
activités sont trés faibles en les comparant avec les standards. La comparaison entre les deux
variétés révele une différence significative (Tableau 15). Selon la littérature, les extraits du
haricot bleu marine se sont avérés offrir une activité antioxydante supérieure a celle d’un
mélange de BHA et de BHT (Onyenho et Hettiarach-chy, 1991). Alors que ’extrait du haricot
blanc était moins actif (Amarowicz et al.,1996).

En ce qui concerne le pois chiche, on remarque que I’extrait de I’échantillon cru variété
Ghab 5 a enregistré le pouvoir réducteur le plus élevé (Ags équivalente a 45,02 pg/ml) par
rapport a celui de la variété Flip (Ao s équivalente a 96,87ug/ml) mais le moins efficaces que les
standards. La comparaison entre les deux variétés révele une différence significative (Tableau
15).

Le résultat de I’activité antioxydante des deux variétés de feves en fonction de 1’Agg,
indique que I’extrait d’échantillon cru variété Shale posséde la meilleure activité antioxydante
que ’extrait d’échantillon cru variété Aguadulce. En effet, plus la valeur de 1’A (5 est élevée
plus ’activité antioxydante est faible. Les deux standards utilisés sont les plus puissants (Tableau
15).

3.2.2. Extraits des échantillons cuits
Un impact négatif de la cuisson sur la capacité réductrice de Cu*? a été constaté.
L’extrait de I’échantillon cuit Var. Ibla. A montré une valeur de I’Ags de 25,92 pg/ml, et le

méme constat pour I’extrait de 1’échantillon cuit Var. Métropole. Le pourcentage d’augmentation
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de I’Ags est de 71,21% et 7,76% pour I’extrait de 1’échantillon cuit Var. Ibla et ’extrait de
I’échantillon cuit Var. Métropole, respectivement (Figure 43A).

Il est a noter que I’extrait d’échantillon cuit variété Messirl est le plus actif avec une Ags
équivalente a 7,46 pg/ml et que I’extrait de 1’échantillon cuit variété Oinward est le moins actif
avec une Ao s équivalente a 21,5 pg/ml. Par rapport a 1’état cru, le pouvoir réducteur des extraits
des échantillons cuits des deux variétés a subit une augmentation de 61,22% et 7,2% pour la
variété Messirl et la variété Oinward,respectivement (Figure 43B). D’aprés ces résultats, il est a
remarquer clairement que la cuisson a provoquée un effet positif sur le pouvoir réducteur de

cuivre des deux extraits.

Les résultats obtenus indiquent un impact négatif sur les valeurs des pouvoirs réducteurs
du cuivre dans le cas des haricots Var. Cannellini et Var. Great Northerne dont les pourcenages
de variation des Ags sont de 1’ordre de 58,61% et 38,65% pour 1’extrait de 1’echantillon cuit Var.
Cannellini et Var. Great Northerne, respectivement (Figure 43C). Dans la méme optique, Xu et
Chang (2009), ont analysé I'effet du traitement thermique sur les propriétés antioxydantes dans
grains d’haricots communs, |ls ont constaté que la cuisson a haute pression minimise le temps de

cuisson ainsi que les pertes de substances antioxydantes (composés phénoliques).

En se basant sur quelques travaux réalises et mentionnés dans la bibliographie, nos
résultats concordent avec ceux de Yasmin et al. (2008). Ces derniers ont montré une diminution
de l'activité antioxydante aprés un traitement thermique, et qui était corrélée a la teneur en
polyphénols totaux. Il a constaté que les haricots rouges présentaient une diminution de la teneur

en PT apres cuisson, ce résultat concorde avec le notre.

A la lecture de la Figure 36 D, il s’avére un impact négatif de la cuisson sur ’activité
réductrice du cuivre, qui a été diminuée de 23,03% et 0,43% pour la variété Ghab5 et Flip,
respectivement. Le classement des extraits des échantillons cuits et des standards employés est
le suivant : BHT>a-TOC> Extrait d’échantillon cuit Var. Ghab 5> Extrait d’échantillon cuit Var.
Flip.

La cuisson des grains des deux variétés de féves entraine une augmentation des valeurs
de I’activité antioxydante. Cette augmentation est de 73,43% pour I’extrait des grains cuits de la
variété Aguadulce et de 85,02% pour I’extrait des grains cuits de la variété Shale. Sur la base de

ces résultats, les féves cuites ont le meilleur pouvoir antioxydant (Figure 43E).
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3.2.3. Extraits des eaux de cuisson

Concernant les extraits des eaux de cuisson des deux variétés de lentilles, I’extrait de
I’eau de cuisson Var. Métropole semble étre le plus actif en le comparant avec les standards
(Ao5=5,47ug/ml). Par rapport a 1’état cru, une diminution de 74,55% dans le Ags a été note,
indiquant une augmentation de 1’activité réductrice du cuivre (Figure 43A), Cette activité peut
étre explique par le fait que les extraits récupérés des eaux de cuisson présentent des fragments
de taille trés réduite ce qui facilite le passage de 1’cau et de la température vers le centre des
grains et rend la libération des antioxydants plus facile. Ainsi, en se référant aux résultats de la
méthode LCMS/MS, on note une néoformation de I’acide chlorogénique, 1’acide tr-cafféique, la
quercétine et 1’hespéretine. Selon Fine et al. (2000), la présence des des flavonoides comme la

quercétine contribuent a 1’augmentation du pouvoir réducteur des extraits de lentilles.

Par contre, en comparant la valeur de ’activité réductrice révélée dans I’extrait de I’eau
de cuisson Var. Ibla avec celle de 1’échantillon cru, on note une diminution de 1’activité

antioxydante suite a une augmentation de Ao sde 157,90% (Figure 43A).

Il est a remarquer aussi que 1’extrait de petits pois le plus actif est celui de I’eau de
cuisson de la variété Oinward (A s équivalente a 5,74 pug/ml). L’ordre de classement, sur la base
du pouvoir réducteur décroissant, est le suivant : ’extrait de 1’eau de cuisson Var. Oinward >
BHT > o TOC> I’extrait de I’eau de cuisson Var. Messirl. D’aprés cet ordre, nous pouvons
conclure que la cuisson des grains de petit pois Var. Messirl a un effet négatif sur I’activité
réductrice de Cu*?, ce constat est fondé sur I’augmentation de la valeur de I’Ags (34,71% )
enregistrée. Pour la variété Oinward, le pourcentage de variation est de -75,22%, ce qui indique
une augmentation du pouvoir réducteur (Figure 43B).

L’extrait de 1’eau de cuisson des haricots Var.Great Northerne a subi une augmentation
du pouvoir réducteur de 30,29%. A T’inverse, I’extrait de I’cau de cuisson des haricots

Var.Cannellini a enregistré une diminution de 85,38% dans son pouvoir réducteur (Figure 43C).

En se référant a 1’état cru, 1’activité réductrice de la variété Ghab 5 a été augmentée lors
de la cuisson a I’eau de 36.96% et celle de la variété Flip de 49.91% (Figure 43D).

La cuisson semble avoir un impact positif sur I’activité antioxydante de I’eau récupérée
de la cuisson des féves. Une augmentation de de 81.80% et 70.07% a été constatée pour I’ecau de
cuisson de féves Var. Aguadulce et Var. Shale, respectivement (Figure 43E).
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eaux de leur cuisson par rapport aux légumes secs crus.

A : Lentilles

B : petits pois C : Haricots

D : pois chiches E : Féves.

Pourcentage de variation des Ao s (Lg/ml), des extraits de légumes secs cuits et des
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Les légumes secs représentent une source précieuse de nombreux antioxydants, parmi
lesquels figurent les composés phénoliques. Quelques années avant, ces composés étaient
qualifiés de facteurs antinutritionnels et qui pourraient affecter la digestibilité de ces aliments.
Pour cela des études ont été meneées et elles ont suggéré que ces composés pourraient étre
efficacement éliminés par la cuisson. Récemment, plusieurs études ont évoqué les propriétés
antioxydantes des composes phénoliques et qui sont considérées responsables des effets
bénéfiques contre une large panoplie de maladies affectant 1’organisme humain. L’étude
bibliographique effectuée sur les Iégumineuses alimentaires a graines a montré qu’il y a trés peu
d’études qui ont abordé I’impact de la cuisson a 1’eau sur les variations de ces composés et par

consequent leur pouvoir antiradicalaire.

Cette étude a été menée dans le but d’évaluer I’effet de traitement thermique, en
particulier la cuisson a I’eau sur les variations quantitatives et qualitatives des composés
phénoliques, ainsi que ’activité antiradicalaire et antioxydante de cing espéces de légumes secs :
les haricots secs (Var. Cannellini et VVar. Great Northerne), les pois chiches (Var. Ghab5 et Var.
Flip), les petits pois (Var. Oinward et Var. Messirl), les lentilles (\Var. Métropole et Var. Ibla) et

les feves (Var. Aguadulce et Var. Shale) largement consommeées en Algérie.

Cette étude s’est focalisée d’abord sur la quantificatification globale de certains composés
phénoliques, en 1’occurrence les polyphénols totaux, les tanins extractibles, les falvonoides
totaux et 'un des composés flavonoidique : les anthocyanines, puis 1’analyse du profil
phénolique des extraits d’échantillons crus, cuits et des eaux de cuisson de ces légumes secs et a
la fin I’évaluation de leur pouvoir antiradicalaire et antioxydant. Un autre objectif vis¢ est
d’étudier I’effet "variété” en plus de I’effet "espéce”, d’ou le choix de deux variétés pour chaque

espece.

Les principaux résultats montrent que les légumes secs analysés contiennent des teneurs
en composés phénoliques variables. Des effets significatifs diis a I’espece, la variété et le
traitement thermique ont été enregistrés. Les légumes secs les plus riches en polyphénols sont les
haricots suivis par les lentilles et les moins riches sont les pois chiches et les petits pois. Quant a
I’effet du traitement thermique, en particulier la cuisson a I’eau, il semble avoir un effet négatif
sur la teneur en polyphénols totaux pour les haricots secs (les deux variétés), les petits pois
(Var.Oinward), les lentilles (les deux variétés) et les pois chiches (Var.Flip). De méme, un effet

positif a été enregistré sur la teneur en polyphenols totaux des pois chiches (Var.Ghab 05), des
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petits pois (Var. Messirl) et des féves (les deux variétés). Par ailleurs, des quantités importantes
de ces composés ont diffusé dans les eaux de cuisson.

De méme pour les flavonoides, des effets significatifs diis a ’espece, la variété et le
traitement thermique ont été enregistrés. Les legumes secs les plus riches en flavonoides sont les
lentilles (Var. Ibla) et les haricots (Var.Great Northerne) et les moins riches sont les pois
chiches (Var. Ghab 5) et les feves (Var. Shale). La cuisson semble avoir exercé un effet positif
et parfois un effet négatif selon I’espece et selon la variété. L’eau de la cuisson des lentilles (Var.

Metropole) semble étre la plus riche et celle des haricots (Var. Cannellini) est la moins riche.

Concernant les tanins, les Iégumes secs les plus riches sont les pois chiches (Var. Flip) et
les moins riches sont les lentilles (Var. Metropole). L’effet de la cuisson est variable selon le
légume sec en question. Chez les pois chiches, une réduction considérable de la teneur en ces
composés allant de 83,18% & 88,73% par rapport aux échantillons crus a été notée. A ’inverse,
chez les lentilles (Var. Metropole), une augmentation frappante de la teneur en tanins de 1’ordre
de 23900% a été enregistrée. De méme, les eaux récupérées de la cuisson des lentilles et des

féves sont avérées plus riches en tanins que celles des haricots secs et des pois chiches.

De méme, pour la teneur en anthocyanines, elle varie de maniere importante selon les
especes et les variétés de 1égumes secs étudiées. Il s’avere que les lentilles (Var. Ibla) soient plus
riches que les autres. La cuisson a 1’eau semble avoir a un effet positif sur les feves, les petits
pois et les pois chiches. Une accumulation non négligeable des anthocyanines dans I’eau de
cuisson des légumes secs a été révélée. Cette accumulation est due probablement a la

métabolisation de certains composés en anthocyanines et leur diffusion dans 1’eau de cuisson.

Les principaux résultats obtenus du test de DPPHmontrent que I’extrait des lentilles
(Var. Ibla crue), I’extrait de 1’eau de cuisson des lentilles (Var. Ibla), I’extrait de I’eau de cuisson
des pois chiches (Var. Flip) et I’extrait de 1’eau de cuisson des petits pois (Var. Oinward) ont
renfermé de puissants composés actifs capables de réduire ce radical libre, puisqu’ils ont agit a
des faibles concentrations. Par contre, 1’extrait des petits pois (Var. Oinward) s’est avére le
moins éfficace. Les principaux résultats obtenus du test de I’ABTS™ indiquent que 1’ extrait des
féves cuites et de leur eau de cuisson sont les plus puissants. Par contre 1’extrait des petit pois

cuits (Var.Oinward) s’est avéré le moins éfficace.
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Conclusion générale

Un impact positif de la cuisson a la vapeur a été remarqué sur I’activité antioxydante,
évaluée par le test CUPRAC, des feves (les deux variétés) et des petits pois variété Messirl. Cet
impact pourrait étre dd a une extraction améliorée des polyphénols polaires comme les gallo-
ellagitanins, et les polyphénols moins polaires comme les acides phénoliques ou les flavonoides
glycosilées, qui sont moins solubles dans I'eau froide mais tres solubles dans I'eau chaude. Pour
cette raison, il vaudrait mieux juger 1’activité antioxydante des légumineuses en tant que
consortium judicieux de différents groupes de composés bioactifs présents dans les extraits
aqueux. L’amélioration du potentiel antioxydant des légumineuses, constatée apres cuisson dans

I’eau, contribue leur role en tant qu'aliments fonctionnels, méme apres traitement thermique.

Plusieurs composés phénoliques d’intérét ont été néoformés et accumulés soit dans les
légumes secs cuits soit dans les eaux de cuisson. A titre d’exemple, 1’acide chlorogénique, la
quercétine et la vanilline pour les lentilles, la luteoline, 1’apigénine et le kaempferol pour les
haricots secs ; 1’acide gallique, I’acide chlorogénique, I’acide tanique, 1’acide tr-caffeique, la
vanilline, ’acide 4-OH benzoique, I’acide salicylique, la luteoline, I’apigenine et le kaempferol
pour les petits pois ; 1’acide chlorogénique, ’acide gallique, ’acide tr-caffeique, la vanilline,
’acide p- cumarique, I’acide 4-OH-benzoique, 1’acide salicylique, la luteoline et le kaempferol
pour les pois chiches ; la myricetine, la fisetine, la coumarine, la naringenine, I’hesperetine, la

luteoline, I’apigenine et le kaempferol pour les féves.

En perspective, il serait intéressant d’isoler et de procéder a I’encapsulation des composés
phénoliques néoformés d’intérét. Aussi, il serait souhaitable, pour une meilleure compréhension
du mode d’action des composés polyphénoliques d’étudier la bioaccessibilité¢ et d’évaluer
’activité antioxydante et d’autres activités de chacun de ces composés pris séparément in vitro et
in vivo, et de mettre en évidence une éventuelle synergie entre les différents composés

phénoliques.
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Annexe 01
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage de pyrocatechol.
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage de quercitine.
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Abstract: The current research involves the study of the effect of thermal treatment in boiling water (cooking)
on the nutrient components and phytochemical contents of lentils. The changes of phenolic compounds and
antioxidant activity of lentils before and after cooking; as well as the recovered water are investigated. Total
polyphenol, flavonoid and tannin content were determined spectrophotometrically using standards methods
and LC-MS/MS. Antioxidant activity of methanolic extracts was evaluated using DPPH (2,2-diphenyl-I-
picrylhydrazyl) and ABTS (2,2 -azinobis-(3-ethyl benzo thiazoline-6-sulfonic acid)) assays. As compared to the
raw lentils, cooking caused significant (p<0.05) decreases in total phenolic content (TPC), total flavonoid
content (TFC), DPPH and ABTS free radicals scavenging activity. The obtained results indicated that the
polyphenol content of cooking water was significantly higher than that of cooked and raw lentils; however the
most important antioxidant activity was recorded for raw lentils. Several phenolic compounds were identified
in fresh, cooked lentils and cooking water. The major compound for the three samples is tannic acid with a very
remarkable value in the cooking water; while the minor compounds are naringenin for cooked lentils, apigenin
for raw lentils and cooking water. Neoformed compounds have been also detected in the cooking water such

as: quercetin, hespritin, tr-caffeic acid and chlorogenous acid in the cooking water.

Keywords: Lentils, cooking, polyphenol; antioxidant activity, LCMS/MS
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Introduction

Pulses are the edible seeds of plants in the legume family, including chickpeas, lentils, dry peas and
beans. They are produced and consumed widely around the world [1]. They are the essential food resources
which contribute to the nutritional wellbeing of various human diets [2]. Leguminous seeds belong to plant
foods which are generally rich in phenolic compounds, including condensed tannins [3; 4]. These compounds
possess various biological properties that provide a number of benefits, including antioxidant, apoptotic, anti-
aging, anti-carcinogenic and anti-inflammatory activities, cardiovascular protection and enhancement of
endothelial function. Moreover, polyphenols could also inhibit angiogenesis and cell proliferation activity [5].
The antioxidant capacity [3] and the antimutagenic [6], apoptosis related [7], and antiproliferative effects of
legumes are highly associated with the presence of phenolic compounds [8].

The quantity and quality of polyphenols in vegetables might vary greatly depending on various factors.
Another set of factors originates when the plant leaves the farm where it was grown and is transported to the
consumer. Factors related to the consumer food preservation and preparation also affect the rate of these
substances, sometimes with significant impact [9]. Cooking causes some physicochemical changes in pulses,
including gelatinization of starch, denaturation of proteins, solubilization of some of the polysaccharides, and
softening and breakdown of the middle lamella, a cementing material found in the cotyledon [10]. Prior to
cooking, soaking is the preliminary step that helps to increase the tissue texture, shorten the cooking time, and
further reduce and further reduce the hardness of the seed. High pressure processing technology can maintain
nutritional value and quality of food products (flavour, colour, biological active components) [11]. Several
pulses, including lentils (Lens culinaris) are not consumed raw; they should be cooked before consumption.
The effect of cooking on antioxidant capacity and phenolic compounds of these foods has not been extensively
studied [12]. In this framework, the main objective of the present work was to investigate the effect of cooking
in boiling water on the phenolic compounds and antioxidant activity of lentils (Lens culinaris). To reach this
goal, total phenolic, flavonoid and tannin contents are evaluated on the raw and cooked lentils, as well as the
recovered cooking water. The phenolic compounds of studied lentils were also tentatively identified and

guantified by mass; as well and an in vitro evaluation of the antioxidant activity was also carried out.

Materials and methods
Raw materials
The research was performed on lentils (Lens culinaris L.) of Metropole variety. It is the most marketed
and consumed variety in Algeria. Lentils were provided by National Centre for Control and Certification of
Seeds and Plants (C.N.C.C, Constantine, Alegria).
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Samples preparation

From raw lentils

Lentils were manually sorted and cleaned, to remove all impurities (broken grains, infested grains,
foreign grains, etc.), and ground into fine powder (< 250 pum) using an electric grinder (Group SEB, French).
The obtained powder was stored in dark and airtight containers until being used.

From cooked lentils

Approximately 100 g of lentils were immersed in a stainless steel vessel with a lid containing 600 mL
of water and cooked at 100°C for 45 min. The samples were drained and kept at -20°C. After 24 hours, the
frozen lentils were milled and freeze-dried.

From cooking water

The water used for cooking was recovered and stored at -20 °C. After 24 hours, the formed water
crystals were freeze-dried.

Preparation of phenolic extracts

The extraction of phenols was carried out according to the procedure described by Mujica et al. [13].
To obtain the extract, 1 g of powder was dissolved in 25 acidified methanol with 0.1% HCI (2N). The mixture
was subjected to sonication treatment (Jeiotech, USA), and then centrifuged at 1800 g for 15 min. The residue
was re-extracted with 25 mL of methanol and centrifuged at 1800 g for 15 min. The methanolic phase was
recovered, filtered through 0.45 pum pores filters, and finally evaporated under vacuum at 45°C to remove the
solvent. The extracts were used both for the determination of total phenols and flavonoids.

For LC-MS/MS analysis, the extraction procedure was carried out as described by Ertas et al. [14]. In
brief, 100 g of each powder were mixed with 300 mL of methanol and subjected to maceration for 24 h at room
temperature. To obtain the crude extracts, the solvent was removed under vacuum at 30°C using a rotary
evaporator. Afterwards, the dry residue was reconstituted in methanol at a concentration of 1000 mg/L, and
then filtered through microfibre filters having pores of 0.45 pum.

Quantitative determination of total bioactive compounds

Total phenolic content

The total phenolic content (TPC) was determined by the Folin-Ciocalteau method using a calibration
curve of pyrocatechol (R? = 0.9969) [14, 15]. Briefly, in a 96 well plate, 4 pL of each extract were mixed with
4 uL of Folin-Ciocalteau reagent and 12 pL of sodium carbonate solution (2% w/v). The plate was incubated
for 120 min in the dark at room temperature. The absorbance was measured at 760 nm using Microplate Reader
with 96 well plates (BioTek Instruments, Eon, USA). Pyrocatechol was used as a reference standard, and the
total phenolic content was expressed as pg of pyrocatechol equivalents (PE) per mg of dry matter (ug PE/mg
dm).
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Total flavonoid content

The total flavonoid content (TFC) was determined according to Moreno et al. [16]. In a 96 well plate,
20 pL of sample extracts were mixed with 172 uL of ethanol (80%) and 4 puL of a 10% solution of Al (NO3)s.
After incubation in the dark at room temperature for 40 min, the absorbance of the reaction mixture was read at
415 nm. The results were expressed as pg of quercetin equivalents (QE) per mg of dry matter (ug QE/mg dm)
based on a quercetin standard curve made in the same conditions (R? = 0.9986).

Total tannin content

The total tannin content (TTC) was determined as reported in Sadasivum and Manickam [17]. Each
powder previously prepared (0.5 g) was mixed with 75 mL of distilled water. The mixture was boiled for 30
min, and then centrifuged at 2000 rpm for 20 minutes. The supernatant was recovered and the final volume was
adjusted to 100 mL.

One mL of each extract was added to 75 mL of distilled water, 5 mL of Folin-Denis reagent and 10 mL
of sodium carbonate solution (0.1 N). The absorbance was then measured at 700 nm after 30 min of incubation
in the dark. The total tannin content was expressed as ug of tannic acid equivalents per mg of dry matter (ug
TAE/mg dm) by means of a tannic acid standard curve made in the same conditions (R2 =0.962).

LC-MS/MS determination of the phenolic compounds

The LC-MS/MS analyses of the phenolic compounds were performed by using a Nexera model
Shimadzu UHPLC coupled to a tandem MS instrument. The UHPLC system was composed by LC-30AD
binary pumps, a DGU20A3R degasser, a CTO-10ASvp column oven, and a SIL-30AC auto sampler. The
chromatographic separation of phenols was achieved using a reverse-phase C18 Inertsil ODS-4 analytical
column (150 mm x 4.6 mm, 3 um). Mobile phase consisted of solvent A (0.1%, v/v, solution of formic acid in
water) and solvent B (0.1%, v/v, solution of formic acid in methanol) at different ratios. The gradient program
with the following proportions of solvent B was applied; time (min), B %: (0, 35), (5, 50), (10, 90), (12, 90),
(13, 35). The flow rate was 0.5 mL/min, the column temperature was fixed at 40°C and the injection volume
was 2 mL.

MS detection was performed using a Shimadzu LCMS 8040 triple quadrupole mass spectrometer
equipped with an ESI source operating in both positive and negative ionization modes. The optimum ESI
conditions were determined to be: an interface temperature 350°C, desolvation line temperature 250°C, heat
block temperature 400°C, nebulizer gas flow (N2) 3 L/ min, and drying gas flow (N2) 15 L/min. The LC-
MS/MS data were collected and processed by Lab Solutions software (Shimadzu, Kyoto, Japan).

Evaluation of the total antioxidant capacity

DPPH assay: The antioxidant activity was evaluated on the basis of the scavenging activity of the
DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) as described in Ertas et al. [14]. Briefly, 40 pL of each extract at
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different concentrations (10 to 100 ppm) were added to 160 uL of DPPH solution (0.1 mM in methanol). After
30 min in the dark, the decrease of absorbance was measured at 517 nm by spectrophotometry (Bioteck, Eon,
USA) against a blank (methanol with DPPH).

ABTS assay: Extracts were analyzed also for their capacity to scavenge the ABTS radical (2,2'-
azinobis (3-ethyl benzo thiazoline-6-sulphonic acid) diammonium salt) accordingly to the method proposed by
Ertas et al. [14]. In a 96 well plate, 20 pL of each extract (0 to 1000 ppm) were added to 1.60 mL of ABTS
reagent previously prepared. After 30 min in the dark, the decrease of absorbance was read at 734 nm.

Extract concentration providing 50% inhibition (IC50%) was calculated from the graph by plotting
inhibition against extract concentration. Butylated hydroxyanisole (BHA) and a-Tocopherol (a-TOC) were
used as reference.

Statistical analysis

All analyses were carried-out in triplicate and the experimental data were reported as means * standard
deviation. Analysis of variance (ANOVA) was performed on the experimental data using XLSTAT software.
The differences were considered statistically significant at p<0.05.

Results and Discussion

The effect of cooking on total phenolic content

The results of the evaluation of total phenolic contents (TPC) in raw, cooked lentils and cooked water
are given in Table 1, as pyrocatechol equivalents by reference to standard curve. Phenolic contents showed
significant differences among samples (p<0.05). Lentils showed the significantly higher (p<0.05) total phenolic
content in their raw samples (172.36 ug PE/mg dm) compared with their cooked samples (72.36+ 2.78 ug
PE/mg dm). Cooking treatment caused significant losses (41.98%) of total phenolic compounds. This indicates
the breaking down of polyphenols in these vegetables types during cooking. The cooking water showed the
highest level of TPC (244.12 ng PE/mg dm) compared with raw and cooked lentils, an increase of 141.69%.

This increase in TPC in cooking water is in fact due to the solubilization and the diffusion of phenolic
compounds following the bursting of cell structures by the heat. Thermal treatment causes many changes in the
physical characteristics and phytochemicals content, in particular, the antioxidants found in vegetables [18, 19,
20]. Dewanto et al. [21] reported that thermal degradation caused by cooking is compensated by facilitated
extraction of polyphenols from vegetable tissues. These compounds are therefore detected in higher amounts
after cooking. According to Makris and Rossiter [22] and Renard [23], cooking in boiling water is the least

effective in increasing phenolic compounds, due to the solubilization of polyphenols in cooking
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water during boiling treatment. Similarly, Kutos et al. [24] have also shown that cooking produces significant
levels of reduction in phenolic compounds (from 52% to 86% for pulses after 30 to 120 minutes of cooking).
Other authors suggest that the apparent decrease in polyphenols during cooking is due to a leaching or diffusion
[22].

The effect of cooking on total flavonoid content

Total flavonoid content (TFC) of the three different samples is shown in Table 1. Flavonoid content
also showed significant differences among samples (p<0.05). As in the polyphenols, total flavonoid content
decreased significantly (p<0.05) compared with raw lentils after cooking. The percentage decrease of flavonoid
content in cooked lentils was 41.19% when compared with fresh lentils. This may be related to a disruption of
cell walls and liberation of flavonoids, which caused their diffusion into the cooking water, resulting in an
increase of about 428.37% compared to the raw state. According to Charles and Benbrook [9], the flavonoid
content varies significantly depending on the variety and the degree of maturity. Indeed, referring to literature,
Jones and Vogt [25], flavonoids may exist in the form of heterosides, in which one or more hydroxyl groups are
combined with sugars. The presence of this osidic fraction makes flavonoids very soluble in water which
explains the obtained results.

The effect of cooking on total tannin content

Total tannin contents (TTC) of raw, cooked lentils and cooking water are significantly different (p<
0.05). As illustrated in Table 1, lentils showed the significantly higher TTC in their cooked samples compared
with their raw samples. However, the cooking water showed the highest level of TTC (9.06 = 0.03 pg TAE
/mg dm) compared with raw and cooked lentils.

According to Vidal-Valverde et al. [26], lentils are rich in tannins. Among these compounds catechin,
polymer of flavanols and procyanidins [27], is less soluble [28]. Similarly, flavonoids such as flavonol
glycosides and flavones have been identified in the seed coat [29, 30], although this represents only a small
percentage of the whole grain weight (from 8% to 11%) [31]. Lea and Arnold [32] reported that the
polymerization degree of the parietal tannins (catechin and procyanidin) is greater than that of the intracellular
tannins. Amrani et Glories [33] and Macheix et al. [34] suggest that tannins are associated with proteins or
polysaccharides in vacuolar membranes and cell walls, which would limit their extractability and reactivity.
Moreover, condensed tannins cannot be thermally degraded, which explains the low tannin content in the raw
lentils.

In the case of hydrolyzable tannins, cooking in boiling water allows the extraction of tannins bound to
sugars (sugar polyester) [35]. The sugar is often a glucose or an acid (quinic and gallic), which explains the

high tannin content in the cooked lentils.
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Bruneton [36] reported that some phenolic acids, produced by thermal degradation of hydrolysable
tannins, tend to polymerize in solvents. They can react with each other by complexation to reform certain tannic
forms, such as gallotanins (glucose and gallic acid ester) and ellagitannins (glucose and ellagic acid ester),
cyanarines (caffeic acid ester) and tannic acid, tannic acid, which could explain the high tannin content in the

cooking water.

Table 1.Total phenolic content, total flavonoid content and total tannin content of the three different samples

Parameter Raw lentils Cooked lentils Cooking water
TPC (ug PE mg ™) 172.36 + 2.78 7236 £2.78° 24412+ 4.46°
TFC (ug QE mg ™) 42.82 +053° 17.64+0.10° [183.43+3.29°

TTC (ug TAE mg ™) 0.02 +£0.01° 4.80+0.15° 9.06 +0.03 2

TPC, total phenolic content; TFC, total flavonoid content; TTC, total tannin content. PE,
pyrocatechol equivalents; QE, quercetin equivalents; TAE, tannic acid equivalents.
Different letters in row indicate significant difference at p<0.05.

Identification and quantification of individual polyphenols by LC-MS/MS

Comparing the retention time (Figure 1. a) of standards with those recorded in the different
chromatograms (Figure 1. b, ¢ and d) allowed the identification of the phenolic compounds shown in Table 2.

As it can be observed from the results, several phenolic compounds were identified in fresh, cooked
lentils and cooking water. It was found that the major compound for the three samples is tannic acid with a very
remarkable value in the cooking water. It is suggest that tannic acid, which is polyester of glucose and gallic
acid (hydrolyzable tannin) soluble in water, easily diffuses into cooking water after thermal degradation of the
cell wall and membrane on the one hand, and that the polymerization of glucose and gallic acid lead to its
neoformation, which can justify the tannin determination result on the other hand. Moreover, other phenolic
compounds have been neoformed in the cooking water such as: tr-caffeic acid, hesperetin, chlorogenic acid,
malic acid and quercetin. In fact, the neoformation of these compounds can be explained by the thermal
degradation of quercetin glycosides which leads to the cleavage between sugar and the aglycone part and thus
increases the amount of quercetin measured; thermal degradation of hesperdine (hesperetin 7- rutinoside) [37];
chlorogenic acid is an ester of caffeic acid and (L)-quinic acid [38]; and caffeic acidc which is synthesized by
hydroxylation of paracoumaric acid (in ester form).

The levels of other phenolic compounds are very important in cooking water than in raw and cooked

lentils, this explains the result of the determination of total polyphenols, flavonoids and tannins. Therefore,
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total polyphenols will be able to be exposed to reactions, the main one being oxidation, to diffuse more freely
and interact with the present macromolecules, mainly the parietal polysaccharides [39].

Two compounds, rutin and hesperidin, are present in raw lentils and absent in cooked lentils and
cooking water, this is probably explained by the structural modification of the phenolic compounds after
cooking and their thermal degradation. Minority compounds are naringenin for cooked lentils, apigenin for raw

lentils and cooking water.

Table 2. Identification and quantification (ng/mg) of single phenols in raw, cooked lentils and cooking water

by LC-PDA-MS
No. [Compounds RT? Parent ion R%* RSD%® [LOD/LO |Raw Cooked  [Cooking
(m/z)P Q (ug/L):  [lentils lentils water
1 Quinic acid 3.32 190.95 0.9927 0.0388 [22.3/74.5 949.50 529.95 5830.67
2 Malic acid 3.54 133.05 0.9975 0.1214 [19.2/64.1 - - 2168.93
3 tr-Aconitic acid 4.13 172.85 0.9933 0.3908 [15.6/51.9 - - -
4 Gallic acid 4.29 169.05 0.9901 0.4734 14.8/159 125.95 133.71 702.65
5 Chlorogenic acid  |5.43 353 0.9932 0.1882 [7.3/24.3 - - 14.15
6 Protocatechuic 5.63 152.95 0.9991 0.5958 [25.8/85.9 67.07 65.49 533.23
acid
7 Tannic acid 6.46 182.95 0.9955 0.9075 [10.2/34.2 3734.71 | 4127.67 30597.25
8 tr- caffeic acid 7.37 178.95 0.9942 1.0080 {4.4/14.7 - - 18.64
9 Vanillin 8.77 151.05 0.9995 0.4094 [10.1/33.7 - - -
10 p-Coumaric acid 9.53 162.95 0.9909 1.1358 [15.2/50.8 17.81 - 556.26
11 Rosmarinic acid 9.57 358.9 0.9992 0.5220 [10.4/34.8 - - -
12 Rutin 10.18 609.1 0.9971 0.8146 [17.0/56.6 13.94 - -
13 Hesperidin 9.69 611.1 0.9973 0.1363 [21.6/71.9 17.71 - -
14 Hyperoside 10.43 463.1 0.9549 0.2135 [12.4/41.4 185.03 108.18 578.02
15 4-OH Benzoic [11.72 136.95 0.9925 1.4013 [3.0/10.0 88.35 68.55 345.37
acid
16 Salicylic acid 11.72 136.95 0.9904 0.6619 4/13.3 77.92 61.01 287.31
17 Myricetin 11.94 317 0.9991 2.8247 19.9/32.9 - - -
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18 Fisetin 12.61 284.95 0.9988 2.4262 [10.7/35.6 297.76 157.26 259.90
19 Coumarin 12.52 146.95 0.9924 0.4203 [9.1/30.4 - - -
20 Quercetin 14.48 300.9 0.9995 43149 .0/6.8 - - 178.69
21 Naringenin 14.66 270.95 0.9956 2.0200 [2.6/8.8 5.47 2.15 12.71
22 Hesperetin 15.29 300.95 0.9961 1.0164 [3.3/11.0 - - 9.70
23 Luteolin 15.43 284.95 0.9992 3.9487 [5.8/19.4 132.54 71.84 587.11
24 Kaempferol 15.43 284.95 0.9917 0.5885 [2.0/6.6 133.28 76.46 578.00
25 /Apigenin 17.31 268.95 0.9954 0.6782 0.1/0.3 3.16 - 9.15
26 Rhamnetin 18.94 314.95 0.9994 2.5678 0.2/0.7 - - -
27 Chrysin 21.18 253 0.9965 1.5530 [0.05/0.17 - - -

*RT: Retention time; "Parent ion (m/z): Molecular ions of the standard compounds (mass to charge ratio); °R*:
coefficient of determination; RSD: relative standard deviation; °LOD/LOQ (ug/L): Limit of detection/Limit
of quantification; - not detected

N
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c. Raw lentils chromatograms
d. Cooked lentils chromatograms

Figure 1. LC-MS/MS chromatograms of the methanolic extract of a: standard mix, b: raw lentils, c: cooked
lentils and d: cooking water. Peaks numbers correspond to those reported in Table 2
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The effect of cooking on antioxidant activity

Two different antioxidant activity assays were used to evaluate the effect of cooking on the antioxidant
capacity of studied lentils. Table 3 displays the total antioxidant capacity of raw, cooked lentils and cooking
water. DPPH radical scavenging activity expressed in ICsy values of the different methanolic extracts ranged
from 14.46 pug ml* to 35.14 pg ml™. In the ABTS assay, ICs, values ranged from 100.57 pug ml™ 147.84 pg ml™.
The ICs, is generally inversely proportional to the antioxidant capacity of the phenolic compounds. According
to the obtained results, antioxidant activity appears to be affected by cooking for both tests (DPPH and ABTS).
All studied extracts showed scavenging activity of DPPH and ABTS radicals. The highest activity is recorded
in the raw lentil extract, followed by the cooked lentil extract. However, the significantly lower (p<0.05)
antioxidant capacity was observed in cooking water when compared with the antioxidant capacities of fresh and
cooked lentils.

Table 3. ICs (ug mI™) values of methanolic extracts for free radical scavenging activity by
DPPH and ABTS radicals

Parameter DPPH assay ABTS assay
a-TOC 16.30+0.79 9.88+0.23
BHT 58.86+0.50 1229+0.67
Raw lentils 14.46+0.23° 100.57+1.34°
Cooked lentils 30.35+0.76" 110.79+1.23
Cooking water 35.14+0.90% 147.84+0.65°

Different letters indicate significant difference at p<0.05

The obtained results in this study do not agree with those reported by Xu and Change [40]. Rice- Evans
et al. [41] report that the antioxidant activity of phenolic compounds in vegetables depends on the structure, in
particular the degree and positions of the hydroxyl groups. Likewise, Makris and Rossiter [22] suggest that the
cooking caused a number of changes in amount and structure of polyphénols, which could affect the
antioxidant capacity. This may explain the decrease in antioxidant activity despite increasing levels of total
polyphenols, flavonoids and tannins. Furthermore, each phenolic compound has a degree of affinity (high or
low) for the free radical DPPH, which could influence the observed variations in antioxidant potency [42].
Indeed, different compounds other than polyphenols, resulting from the Maillard reaction, could also be

responsible for the antioxidant capacity [43]. Nicoli et al. (1999) [44] was indicated that the decrease in
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antioxidant capacity was relative to the loss of native antioxidant molecules, as well as the production of new

prooxidant compounds.

Conclusion

The findings from the present study indicate that the heat treatment affect significantly total
polyphenols, flavonoids and tannins as well as antioxidant capacity of lentils. The highest content of
polyphenols was recorded for cooking water with an increase of 141.69% and the lowest for lentils cooked with
a reduction of 41.98%. The same finding was observed for the flavonoid content, where the cooking caused a
reduction of 41.19%. However, cooking treatment showed a positive effect on the tannin content of cooked
lentils compared to that of raw lentils. The tannins evaluated in the cooking water are markedly high.
Neoformed compounds were detected by LCMS/MS. As for the antioxidant activity (DPPH and ABTYS), the
cooking process have shown a negative impact. The highest activity was found in the raw lentil extract and the

lowest was found in the cooking water.
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Abstract

The aims of this study are to measure the content of phenolic compounds (polyphenols,
flavonoids, tanins and anthocyanins), to estimate the anti-radical and antioxidant activity and to
highlight the impact of cooking in water on five species of pulses (lens, chickpeas, peas,
common beans and beans) which are widely consumed in Algeria. For comparison, two varieties

for each species were studied.

To well characterize the polyphenols, flavonoids, anthocyanins and tanins, their profile
was determined by the liquid chromatographic method coupled with mass spectroscopy (LCMS /
MS). The main results obtained show that the species analyzed all contain phenolic compounds
(polyphenols, flavonoids, tannins and anthocyanins) with inter and intra varietal significant
differences. Cooking has had a variable effect, sometimes positive and other times negative on

the content and the anti- radical and antioxidant activity of the phenolic compounds.

The results of the DPPH' test, show that the extract of raw Ibla lens, the extract of the
cooking water Ibla lens, the extract of the cooking water of chickpeas (two varieties) and
Extracted from the cooking water Oinward peas contained great active compounds capable of
reducing this free radical, since they acted at low concentrations. In contrast, the extract of raw
Oinward peas was found to be the least effective. Also, the main results obtained from the
ABTS ¥ Test indicates that the extract of cooked beans and their cooking water are the most
potent. On the other hand, the extract of cooked Oinward peas proved to be the least effective. In
fact, the cooking water has recovered significant amounts which exert significant anti- radical
activities, particularly in the case of lens and beans. Similarly, newly formed phenolic
compounds have been revealed in the cooking water, this is due to the degradation of the

glycosylated forms and to the phenomenon of diffusion.

Regarding the CUPRAC test, significant correlations have been established between
antioxidant activity and certain phenolic compounds. These activities are either dose-dependent

or structure-dependent.

The result of the present study confirms that legumes are an important source of phenolic
compounds and which are considered to be natural antioxidants. To boost an individual's
antioxidant status, it is desirable to consume the cooked seeds and the water from their cooking.

Keywords: Free radicals, antioxidants, anti-radical activity, phenolic compounds, pulses,
cooking.



Resumé

Cette étude a pour objectifs d’évaluer la teneur en composés phénoliques (polyphénols
totaux, flavonoides, tanins et anthocyanines), d’estimer 1’activité antiradicalaire et antioxydante
et a mettre en évidence I’impact de la cuisson a I’eau sur cinq especes de 1égumes secs (lentilles,
pois chiches, petits pois, haricots secs et féves) qui sont largement consommées en Algerie. A

titre comparatif, deux variétés pour chaque espece ont été étudiées.

Pour mieux caractériser les polyphénols, les flavonoides, les anthocyanines et les tanins,
leur profil a été déeterminé par la méthode chromatographique couplée a la spectroscopie de
masse (LCMS/MS). Les principaux résultats obtenus montrent que les espéces analysées
contiennent toutes des composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides, tanins et
anthocyanines) avec des différences significatives inter et intra variétales. La cuisson a exercé un
effet variable, parfois positif et d’autres fois négatif sur la teneur et le pouvoir antiradicalaire et

antioxydant des composés phénoliques.

Les résultats obtenus du test de DPPH" montrent que I’extrait des lentilles (Var. Ibla
crue), I’extrait de 1’eau de cuisson des lentilles (Var. Ibla), I’extrait de 1’eau de cuisson des pois
chiches (les deux variétés) et 1’extrait de I’eau de cuisson des petits pois (Var. Oinward) ont
renfermé de puissants composés actifs capables de réduire ce radical libre, puisqu’ils ont agi a
des faibles concentrations. Par contre, I’extrait des petits pois crus (Var. Oinward) s’est avéré le
moins efficace. De méme, les principaux résultats obtenus du test de ’ABTS™ indiquent que 1’
extrait des féves cuites et de leurs eaux de cuisson sont les plus puissants. Par contre I’extrait des
petit pois cuits (Var.Oinward) s’est avéré le moins efficace. En effet, I’eau de cuisson a récupéré
des quantités non négligeables qui exercent des activités antiradicalaires importantes notamment
dans le cas des lentilles et des feves. De méme, des composes phénoliques néoformés ont été
révélés dans les eaux de cuisson, ceci est d0 a la dégradation des formes glycosylées et au

phénomene de diffusion.

Concernant le test CUPRAC, des corrélations significatives ont été établies entre
I’activité antioxydante et certains composés phénoliques. Ces activités sont soit dose-
dependante, soit strcture-dependante.

Les résultats de la présente étude confirment que les légumineuses sont une source
importante des composés phénoliques et qui sont considérés comme antioxydants naturels.
Pour renforcer le statut antioxydant de 1’individu, il est souhaitable de consommer les graines
cuites et les eaux de leur cuisson.

Mots clés : Radicaux libres, antioxydants, activité antiradicalaire, composés phénoliques,

Iégumes secs, cuisson.
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