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Introdiuction




I ntroduction

Le poisson et ses produits dérivés jouent un role considérable dans notre alimentation. C’ est

une denrée alimentaire de haute valeur nutritive mais trés périssable.

Les reproches les plus souvent formulés a leur égard concernent un éventuel mangue de
fraicheur et de qualité. En effet, ces produits de la péche sont aussi connus par leur grande
susceptibilité a la dégradation enzymatique, microbiologique et organoleptique liée a la
structure protéique et lipidique du muscle (Jeantet et al., 2006 ; El-Atyqy, 2010). Ceci
entraine |'apparition d'inconvénients majeurs dordre hygiénique, toxicologique et

€conomique.

Afin de limiter les diverses altérations du poisson et vue la demande accrue du consommateur
pour des produits “naturels’, I'incorporation de substances bioactives a été envisagée par les
industriels.

Au sein de ces substances bioactives, les polyphénols en constituent un vaste sujet de
recherches qui intéressent non seulement le chimiste, mais auss les industries
agroaimentaires (IAA) par leur implication sur laflaveur des aliments et leur incidence sur la
conservation des produits (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Notre recherche sera, donc, focalisée sur les composés phénoliques de I'ail triquétre “Allium
triguetrum L.” extraits par deux méthodes a savoir la méthode de macération dite
conventionnelle et la méthode aux micro-ondes dite innovante. Une étude comparative sur les
propriétés antioxydante et antibactérienne des différents extraits phénoliques obtenus sera
rapportée afin de choisir les composés les plus efficaces et de tenter d’analyser leur réle

éventuel dans les processus de conservation de la sardine commune.

Il s'agira, dans un premier temps, d’une proposition d’une synthése bibliographique visant a
apporter des connaissances générales sur la plante “Ail triquétre”, les composés phénoliques et

|a sardine commune.

L’ensemble des matéridl et méthodes utilisés dans cette éude sera ensuite décrit. Puis les

principaux résultats seront présentés et discutés.

Enfin une conclusion générale synthétisant le travail et ses perspectives est proposee.
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Chapitre| : La plante Alliumtriquetrum L.

Chapitrel : Laplante Allium triquetrum L.
1. Origineet habitat

Laplante ‘Ail triquétre’ a été décrite et dénommeée par Carl Linnaeus en 1750. Selon Pelloté
(2008), €lle est originaire des pays africains et européens situés dans la région
meéditerranéenne (Afrique du Nord, Ethiopie, France, Péninsule ibérique et Péninsule
apennine) et elle est naturalisée sur les iles britanniques, la Normandie et en 1909, au sud
d’ Austraie (Cuthbertson, 1992). En Algérie, elle est surtout commune au Tell et assez rare a
I’ Ouest (Quezd et Santa, 1963; Baba Aissa, 1999).

L’ all triquétre s installe dans des friches seches a fraiches et préfere une exposition ensoleillée
a semi-ombragée. Le substrat doit étre limono-sableux, limono-graveleux ou argilo-sableux.
Cette espéce est indicatrice des zones humides et elle supporte des températures jusqu’a -
12°C (Quezdl et Santa, 1963 ; Baba Aissa 1999 ; Pelloté, 2008 ; Bock, 2013).

2. Taxonomie
2.1.Appellations

Dans le tableau ci-dessous sont donnés les noms vernacul aires de la plante étudiée.

Tableau | : Noms vernaculaires de I'ail triquétre (Baba Aissa, 1999 ; Corea & al., 2003,
Deroeck, 2014).

Langues Appéellations

Angled Onion, Triangle onion, triangular-
stalked garlic, three-cornered leek,

Anglais _ _ .
triquetrous garlic or leek, onion weed.
Ail triquétre, ail atigetriquétre, al atrois
Francais angles, ail campanulé, ail sauvage.
Thoum elghaba (ail forestier), bassal edzib
Arabe (oignon de chacal).
Kabyle Bibras ou vivras.




Chapitre| : La plante Alliumtriquetrum L.

2.2 Classification et utilisations

Le nom botanique de I’ail triquétre est Allium triquetrum L.. C'est une plante a fleurs
monocotyl édones (angiospermes). Selon laflore d’ Australie (1985), elle appartient ala classe
des Liliopsida, famille des Liliacées et sous-famille des Alliacées. Toutefois, selon le systeme
de classification phylogénigue des Angiospermes Groupe |11 (SAPG.111), Allium triquetrum L.
appartient a I'ordre des Asparagales, famille des Amaryllidacées et sous-famille des

Allioidées (Quezel et Santa, 1963).

Tableau |1 : Classification d’ AlliumtriquetrumL. delaflored Austraie et le SAPG.III.

Flored’'Australie

APG.I1I

Régne : Plantes
Sous-regne : Plantes vasculaires
Embranchement : Spermaphytes

Classe: Liliopsida-Monocotylédones
Sous-classe: Liliidées
Ordre: Liliales
Famille: Liliacées
Sous-famille : Alliacées
Genre: Allium

Espece: AlliumtriqutrumL.

Régne : Plantes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Monocotylédones
Ordre: Asparagales
Famille : Amaryllidacées
Sous-famille: Allioidées
Genre: Allium

Espece: AlliumtriqutrumL.

L ail triquétre peut étre identifié particulierement selon : la forme triangulaire des feuilles et
de la tige-fleur, les fleurs & pétales blancs avec une fine ligne centrale verte ainsi que son

odeur caractéristique del’ail.



Chapitre| : La plante Alliumtriquetrum L.

Les Alliacées forment une grande famille de plantes monocotylédones ; souvent bulbeuses,
parfois tubéreuses ; ayant généralement des fleurs supéres en ombelle, a 6 éamines, le fruit
est une capsule ou une baie. Elle englobe 600 espéces réparties en 30 genres riches en
composés soufrés volatils, leur donnant une odeur caractéristique (Corea et al., 2003;
Dugravot, 2004).

Allium L. est le plus large et le plus important genre de cette famille ; il renferme 450 espéces
largement distribuées dans I'hémisphére nord. Ce genre est riche en espéces d'usage
adimentaire telles que: Il'all cultivé (Allium sativum), I’ail rocambole (Allium
Scorodoprasum), I’ oignon (Allium Cepa), I’ échal ote (Allium ascal onicum), la ciboule (Allium
fistulosum), la ciboulette (Allium Schoenoprasum) et le poireau (Allium Porrum). Mais on
connait aussi des especes sauvages dont certaines ont des vertus médicinales tels que I’ Allium
ursinum et I’ Allium roseum L. et d autres ayant éé utilisées pour des motifs culinaires et
ornementaux tel que I’ ail triquétre (AlliumtrigutrumL.) (Coreaet al., 2003 ; Dugravot, 2004 ;
Lanzotti, 2006 ; Ngjjaa et al., 2011 ; Zouari et al., 2013). Selon Corea et al. (2003) ; ce
dernier est utilisé en Italie comme ingrédient principal dans les salades, les soupes et les
tourtes. En Kabylie, ses fleurs sont employées pour cicatriser les plaies et ses feuilles sont
utilisées pour aromatiser les galettes de pain ou assaisonner les salades. Les jeunes feuilles et
le ceeur des racines se mangent crus ou cuits ala vapeur et ils peuvent accompagner d autres
légumes dans le couscous (Baba Aissa, 1999). Le jus de I’ail triquétre est utilise comme
insectifuge et il possede des propriétés antiseptiques propres a toutes les espéeces du genre
Allium. Selon la botaniste Frangoise Deroeck (2014), cette plante a des vertus antiseptique,
bactéricide, dépurative, diurétique, hypotensif et stimulant.

3. Description botanique

La description de I’ail triquétre a été faite a partir de notre observation personnelle et a partir
de celle rapportée dans la littérature (Quezel et Santa, 1963 ; Baba Aissa, 1999 ; Blood, 2001 ;
DPI, 2008 ; Bock, 2013 et Deroeck, 2014).

3.1. Feuilles et tigeflorifere

Allium triquetrum L. est une plante vivace, herbacée d'une hauteur de 15-50 centimeétres qui

varie en fonction de la provenance et des conditions environnemental es.

Le nombre de feuilles différe et chaque plante se compose généralement de 2-5 feuilles et de

1-3 tiges floriferes par bulbe (Photographie 1). Les feuilles sont larges de 5-15 millimétres,

4



Chapitrel : La plante Alliumtriquetrum L.

vertes, planes, glabres, lancéolées, caduc ayant une odeur d’ail forte lorsqu’ elles sont coupées
Ou écrasées.

Le pédoncule est un peu épais, triangulaire, dressé découlant directement du bulbe et le plus

souvent plus long que les feuilles. 1l se termine par une ombelle contenant chacune 6-10
fleurs.

Photographie 1 : Lesfeuilles et latige florifére d’ Allium triquetrum L.

3.2. Bulbes

Les bulbes et les bulbilles sont généralement ovoides, blanc-cremes avec une odeur forte d’ ail
(Photographie 2).

Photographie 2 : Les bulbes d’ Alliumtriquetrum L.
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Le bulbe est un organe de stockage souterrain lorsgue le feuillage meurt. 1ls forment la jeune
plante de la prochaine saison de croissance. Avant sa croissance, |’ ail triquétre est sous forme
d’'un petit bulbe tunigué ou d'un groupe de bulbilles avec une grappe de racines blanches
charnues. Lalongueur des racines varie selon la saison et le type du sol.

3.3. Inflorescences et fleurs

Les fleurs d’ Allium triquetrum sont campanulées (en clochette) et pendulaires. L’ ombelle est
sous-tendue par une spathe (bractées unies), les fleurs sont hermaphrodites et sont de 5-10 par
ombelle. Leur pétale est blanc avec une raie centrale verte. Le pédicelle est plus long que la
fleur, les fleurs sont actinomorphes et le gynécée (pistil) comprend un ovaire supere a trois
loges, un style court et un stigmate divisé en trois. L’ ovaire atrois carpelles unis, chacun avec
1 a 2 ovules par loge; les fleurs sont chasmogames. Garcia et al. (2006) signalent que les
fleurs s ouvrent méme lorsque les antheres sont encore fermées. L’ androcée est composé de
Six étamines, soudées a la base des tépales, dont trois internes (longues) et trois sont externes
(petites). Cette différence diminue, apres la floraison, de 1,2 mm environ a 0,5 mm. Les
étamines longues sont presque a la verticale lors de I'anthése puis pliées vers le bas ; les
étamines sont plus longues que le style.

carpelles
unis

Figurel: L'ombelle d’ AlliumtriquetrumL. et les parties de safleur

L’ ail triquétre a plusieurs stades de croissance ; les graines germent dans la premiére année et
les bulbes seront formés a partir de la seconde année. Cependant, les graines sont produites si
les fleurs sont fécondées chaque année. Généralement, la période de floraison a lieu entre les
mois de Mars et Mai, mais elle peut étre significativement modifiée par les conditions
saisonniéres et de latempérature apres la maturation des bourgeons. Selon Eichii et al. (2000),
les bulbes stockés a5-10°C s épanouissent plutét que ceux stockés a 15°C.
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3.4. Fruitset graines

Apreés fécondation, une capsule globulaire verte par fleur se formera. La taille des capsules
différe en fonction du nombre de graines ; celles-ci sont généralement en nombre de six par
capsule, noires et ovoides. Les graines ont une courte durée de vie (1an) et chague plante peut
produire jusgu’ a 50 graines par saison (Blood, 2001).

Photographie 3 : Fruits et graines d’ Allium triquetrum L.

La propagation d’ Allium triquetrum se fait par voie végétative des bulbes et semences; la
dispersion est barochore. Les graines germent a I’ automne, les feuilles (2 a 4) se forment en
hiver et les bulbes alafin de I’ hiver et au début du printemps. La plante meurt en début d’ été
et subsiste par les bulbes et bulbilles qui poussent de nouvelles feuilles dans la prochaine

saison de croissance (Automne) (Blood, 2001).

Les graines peuvent étre disséminées par le vent, le labourage, les insectes (les fourmis en
particulier), les animaux et les mouvements du sol et de |’ eau (Blood, 2001).
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Chapitrell : Lescomposes phénoliques

1. Introduction
Les métabolites secondaires sont divisés principalement en trois grandes familles: les
polyphénols, les terpenes et les alcaloides (Marouf et Reynaud , 2007).
L’ expression de “‘composés phénoliques” ou “polyphénols” est utilisée pour toute substance
chimique possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs
groupements hydroxyles. Un nombre considérable de ces composés sont formés de deux
noyaux benzéniques A et B reliés par un hétérocycle de type pyrane. Ces composes sont
différents les uns des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B, par la
nature de I’élément central et par la position, la nature et le nombre de molécules de sucre
fixées ainsi que par la nature de laliaison hétérosidique (Ribereau, 1968 ; Lugasi et al., 2003).
Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs. racines, tiges,
feuilles, fleurs et fruits (Peronny, 2005).

2. Classification des composés phénoliques
Les composés phénoliques constituent le groupe le plus nombreux et le plus largement
distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques connues
(Lugasi et al., 2003).
Sdon leurs caractéristiques structurales, les polyphénols se répartissent dans différentes
familles: anthocyanes, coumarines, flavonoides, lignanes, tanins, acides phénols,
xanthones...Ces especes sont des monomeres, des polymeres ou des complexes dont la masse
molaire peut atteindre 9000 KDa (Monpon et al., 2009).
Dans|’annexe n°1 sont données |es principal es classes de composés phénoliques.

2.1. Les acides phénoliques
Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composeés phénoliques et se
separent en deux grands groupes distincts: les acides hydroxybenzoiques (C6-C1) dérivés
d’ acide benzoique et | es acides hydroxycinnamiques (C6-C3) dérivés d’ acide cinnamique. Les
acides hydroxycinnamiques sont les plus fréquents ; la teneur en acides hydroxybenzoiques
dans les plantes est trés faible, sauf exception de certains fruits rouges, le radis noir et les
oignons qui peuvent contenir jusqu’a plusieurs dizaines de milligrammes par kilogramme de
poidsfrais (Shahidi et Naczk, 2004).
Ces composes ont été trouvés dans les différentes parties des especes du genre Allium tels
que : I’acide protocatéchique, 1’acide gallique, ’acide cinnamique, I’acide p-coumarique,

I’acide caféique et I’ acide férulique (Singh et al., 2009 ; Simin et al., 2013).
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Acides hydroxvbenzoiques

R,;=R-,=R;=H : acide benzoique (non phénolique)

R, R,=R;=H, R,=0H : acide p-hydroxybenzoique
1 R,=R,=0H, R;=H : acide protocatéchuique
R,=0CH;, R,=0H, R;=H : acide vanillique
R; R;=R,=R,=0H : acide galligue
Ry

Acides hydroxycinnamiques

Q E,=R,=R.;=H : acide cinnamique (non phénolique)
R, . R=R;=H, R;=0H : acide p-coumarique
OH E,=R,=0H, R;=H : acide cal¢ique
R R =0CH;, R;=0H, R,;=H : acide férulique

: R,=R;=0CH;, R,=0H : acide sinapique

Figure 2 : Structures chimiques des acides phénoliques (Fleuriet et al., 2005).

2.2. Lesflavonoides

L’ ensemble des flavonoides possede un élément structural de base en C15 (C6-C3-C6 ou 2-
phénylchromane) (Ribereau, 1968). Selon le degré d oxydation du noyau central, les
flavonoides peuvent-étre regroupés en classes distinctes: flavonols, flavones, flavanones,
isoflavones, flavanols et anthocyanes. Dans la plante, ils sont trés souvent liés avec des
sucres, on parle alors d hétérosides constitués d’une partie phénolique aglycone ou génine
associée a un sucre. La liaison glycosidique pouvant étre de type C-O-C ou de type C-C
(Michel, 2011).

Lesflavonols sont les plus répandus dans les aliments et leurs principaux représentants sont la
guerceétine et le kaempférol. Les flavones sont beaucoup moins communs que les flavonols et
ils consistent principalement en glycosides de lutéoline et d apigénine. Les anthocyanes
existent sous différentes formes chimiques, colorées ou incolores en fonction du pH. De ce
fait, ils sont considérés comme des pigments de fleurs et de fruits, auxquels ils donnent des
couleurs allant du bleu-violet au rouge en passant par I’orange et le jaune. Les flavanones
(naringénine), les isoflavones et les flavanols (catéching) ainsi que les dihydroflavonols
(dihydrokaempférol, dihydroquercétine) et les dihydroflavan-3,4-diols (leucopéargonidol,
leucocyanidol) sont considérés comme des flavonoides minoritaires en raison de leur
distribution naturelle restreinte (Havsteen, 2002 ; Macheix et al., 2006).
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Selon les études réalisées sur les flavonoides des espéces appartenant au genre Allium, les
flavonols et les flavones sont les plus répandus (Lanzotti, 2006 ;; Bonaccorsi et al., 2008 ;
Beesk et al., 2010 ; Dziri et al., 2013).

En Annexe n°2 sont représentées | es différentes structures chimiques des flavonoides.

2.3. Lestanins

Les tanins sont des polyphénols que |'on trouve dans de nombreux végétaux. Ils représentent
un groupe hétérogene assez difficile a définir de fagon rigoureuse et concise car il N’y apas de
structure chimique de base. Deux classes sont distinguées: tanins hydrolysables et tanins
condenses :

e Taninshydrolysables: ils sont constitués par une molécule de sucre (le glucose le plus
souvent) estérifiée par I’ acide gallique ou un de ses dérivés (acides ellagique, chébulique ou
valonique). Ils sont facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique. Ce groupe
de tanins est caractéristique des dicotylédones. En raison de leurs nombreux groupements OH,
ils se dissolvent plus ou moins (en fonction de leur poids moléculaire) dans I'eau, en formant
des solutions colloidal es.

Ce groupe de tanins est constitué d'un noyau central -le glucose- et de chaines latérales (en
position 1, 2, 3, 4 ou 6 sur le glucose) comprenant 1 a n monomere(s) d'acide phénol. Des
liaisons C-C entre noyaux (liaisons biphényle réalisées par couplage oxydatif), conduisent a
des mol écul es ramassées plus rigides de solubilité diminuée dites les tanins éllagiques (Biaye,
2002 ; Nsemi Muanda, 2010).

Figure 3 : Structure chimique des tannins hydrolysables et des acides associés (Peronny, 2005).

10
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e Tanins condensés : appelés aussi proanthocyanidines ou procyanidines, ils sont des

produits de polymérisation de flavan-3-ols (catéchines) et flavan-3,4-diols
(leucoanthocyanidines). Ils sont aussi désignés sous le nom de “tanins catéchiques” et ne sont
hydrolysables que dans des conditions fortement acides.
La structure complexe des tanins condenses est formeée d'unités répétitives monomeriques qui
varient par leur centre asymétrique et leur degré doxydation. Les formes naturelles
monomériques des flavan-3-ols se différencient par la stéréochimie des carbones
asymétriques C2 et C3 et par le niveau d'hydroxylation du noyau B (Figure n°4 ). On
distingue ains les catéchines (dihydroxylées) des gallocatéchines (trihydroxylées) (Schofeild
et al., 2001; Biaye, 2002 ; Nsemi Muanda, 2010).

OH

R;

R, Ra Class

OH H Proanthocyanidin
OH OH  Prodelphinidin

H H Profisetinidin

H OH  Prorobinetinidin

_________________

_________________

Figure 4 : Structure chimique des tanins condensés (Schofeild et al., 2001 et Peronny, 2005)
11
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3. Rolleset intéréts des composés phénoliques

Les composés phénoliques possedent un ensemble de propriétés importantes. Leur étude
devient de plus en plus un outil dans des recherches de physiologie, de biologie, de botanique

et également de technologie alimentaire.
3.1. Chez les végétaux

Selon certains auteurs (Fleuriet et a., 2005; Boutour, 2011), les composes phénoliques
peuvent intervenir dans:

0 Les aspects de la physiologie des plantes (lignification, régulation de la croissance,
interactions mol éculaires avec certains microorgani smes symbiotiques ou parasites...) ;

0 Lesinteractions des plantes avec leur environnement biologique et physique (relations
avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV). Soit directement dans la
nature soit lors de la conservation apres récolte de certains végétaux;

0 Les critéres de qualité (couleur, astringence, amertume, qualités nutritionnelles...) qui
orientent le choix de I'hnomme dans la consommation des organes végétaux (fruits, légumes,
tubercules...) et des produits qui en dérivent de leur transformation;

0 Les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des traitements

technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentées...) pendant lesquels
apparaissent fréqguemment des brunissements enzymatiques qui modifient la qualité du
produit fini.
Une des fonctions majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des plantes
notamment celle des fleurs: comme les anthocyanes qui constituent un groupe de pigments
responsables de la couleur rouge, bleue ou violette de tres nombreuses fleurs ou feuilles. Or,
C'est par la couleur de ses fleurs que la plante exerce un effet attracteur sur les insectes et les
oiseaux pollinisateurs, assurant ainsi une étape fondamentale de sa reproduction. Il est
égaement a noter que les flavonoides, en repoussant certains insectes par leur godt
désagréable, peuvent jouer un role dans la protection des plantes. Certains d entre eux jouent
un réle de phytoalexines. D’autre part, les composés phénoliques possedent souvent une
activité antimicrobienne (Maillard, 1996 ; Hadi, 2004).

3.2. Chez|I’Homme
Le role des composes phénoliques est largement démontré dans la protection contre certaines
maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs

propriétés antioxydantes (Fleuriet et a., 2005). Plusieurs propriétés sont attribuées aux

12
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flavonoides: veinotonique, antitumorale, antiradicalaire, anti-inflammatoire, analgésique,
antiallergique, antispasmodique, antibactérienne et hépatoprotectrice.

Les flavonoides favorisent la relaxation vasculaire et empéchent I'agglutinement des
plaguettes sanguines. Par conséquent, ils réduisent la coagulation du sang et le rendent plus
fluide. Ils limitent I'oxydation des lipides sanguins et contribuent a la lutte contre les plaques
d'athérome. lls sont aussi anxiolytiques et protegent les artéres contre |'athérosclérose et
réduisent lathrombose (Cruz et al., 2001 ; Mikkoen et a., 2001).

Des exemples d’ activités biol ogiques de quel ques composés phénoliques sont récapitul és dans

|e tableau ci-dessous::

Tableau 111 : Propriétés biologiques de quel ques polyphénols

Polyphénols Activités biologiques Références
Antibactérienne, Ribereau, 1964 ; Didry et d.,
Acides phénols antiseptique, antiparasitaire, 1982 ; Hayase et Kato,
(cinnamiques et antioxydante, antifongique. 1984 ; Ravn et al., 1984
benzoiques) Sannomiyaet al., 2005 ;

Gurbuz €t al., 2009

Anti-inflammatoire, Ito et al., 2005 ; Smyth et d.,
Coumarines analgésique, antiparasitaire. 2009
Antioxydante, anti- Aruomaet a., 1995 ;
Flavonoides inflammatoire, analgésique, | Wollgast et al., 2000 ; Tripoli
antiparasitaire, anti- et a., 2007; Hitaraet 4.
carcinogene, antibactérienne, 2009
diurétique.
Tanins galliques et Antioxydante, Okudaet al., 1983, Okamura
catéchiques antihémorragique. et a., 1993, Kubata et a .,
2005

13
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3.3.Dans!’industrie

Certains composes phénoliques sont impliqués dans les qualités organol eptiques des produits,

d’ou I’ amertume particulierement forte de certains aliments.

Substances ameéres, astringentes ou sucrées, les polyphénols sont des aromatisants de choix
(tanins, vanilline, anisaldéhyde...). L'astringence et I'amertume des nourritures et des boissons
dépendent de la teneur en polyphénols (Lugasi et a., 2003). Selon Peronny (2005),
I'astringence est liée ala polymérisation des tanins puisque la diminution de I'astringence dans
les fruits lors de leur maturation est due a une augmentation de la polymérisation des tanins.

Dans I'industrie des colorants, on trouve le E163 qui représente les anthocyanes, utilisés
comme colorant alimentaire, ils apportent des teintes allant du rouge violacé au rouge cerise et
sont utilisables dans une gamme de pH allant de 3.5 a 5.5 (Degenhardt et al., 2000).

3.3.1. Dansl’industrie des antioxydants
L’ oxygéne est la source de vie pour les organismes aérobies, mais il peut également étre leur
source d’ agression. En effet des dérivés hautement réactifs de I’ oxygéene peuvent apparaitre au
cours des réactions enzymatiques ou sous I’ effet des rayons U.V, des radiations ionisantes et
de métaux de transition (Ekoumou, 2003). Les formes de I’ oxygéne provoguant ces troubles
sont: |’oxygene singulet O, le peroxyde d’ hydrogene H,O,, les peroxydes akyles ROOH, le
radical superoxyde O,", les radicaux hydroxyles HO, peroxydes ROO et akoxyles RO
(Edmond, 2007).

A) Mécanismesd’action desradicaux libres
Les radicaux libres peuvent étre considérés comme des déchets du métabolisme cellulaire, ce
sont des atomes et des molécules dotés d’une forte énergie. Ils sont produits dans toutes les
cellules de I’organisme a |’ état physiologique et en faible quantité dans les mitochondries. Il
S agit des ions oxygene, hydroxyde et de |’eau oxygenée qui sont libérés lors des réactions
biochimiques.
L’ organisme réagit contre ces radicaux grace aux enzymes antioxydantes contenues dans les
cellules. Ces enzymes sont aidées dans leur action antiradicalaire par la vitamine E, C,
provitamine A, le zinc et le sélénium (Edmond, 2007). Si ces systemes de défense sont
débordés ou insuffisants, les radicaux libres deviennent nuisibles. ils sattaguent aux
membranes cellulaires en dénaturant leurs acides gras insaturés (modification de leur

structure); ils agressent les protéines, les microfibrilles de collagene, I’ acide hyaluronique, les

14
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acides nucléiques des chromosomes; I’ADN sera endommage d’ou |’ apparition d une série

d’anomalies dont le risque de cancérisation (Favier, 2003 ; Edmond, 2007).

Lumigre UV —  Cydases
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—
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Arginine. ’__.a"'" Cryeles redox dismutases f-'"l myéloperonidase
T MADPH ox .-".
milochondre ! cr
NOY S I § P R — HOCl
_ Fe3+
Monoxyde d'agzote Anion superoxyde
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ONOO » | OH"
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protéines des cascades des proiéines lipidigque I'ADN
de kinases

Figure 5 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces

réactives de I’ oxygene (Favier, 2003).

B) Lespolyphénols comme antioxydants

L es polyphénols peuvent agir selon divers mécanismes d’ activité antioxydante qui sont :
4+ Le piégeage direct des EOR (espéces oxygénées réactives) ;
+ L’inhibition des enzymes impliquées dans le stress oxydant et la chélation des traces
meétalliques responsabl es de la production des EOR,;

+ Laprotection des systémes de défense antioxydants.

Cela est étroitement lié aux propriétés structurales des composés phénoliques, a savoir le
nombre et la position des groupements hydroxyls et |e degré de méthylation, de glycosylation
et de polymérisation (Hennebelle et al., 2004 ; Garcia et al., 2009). Selon Marcheix et al.
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(2005), I'activité antioxydante des composes phénoliques augmente avec le degré de
polymérisation et diminue avec le degré de méthylation et de glycosylation au niveau des
groupements hydroxyles.
B.1. Chéation des métaux

Lesions du fer ou du cuivre sont essentiels pour de nombreuses fonctions physiologiques. Ils
entrent notamment dans la composition des hémoprotéines et de cofacteurs d’ enzymes du
systeme de défense antioxydant (par exemple, les ions du fer pour la catalase, et ceux du
cuivre pour le superoxyde dismutase). Mais ils sont aussi responsables de la production du

radical hydroxyle par laréduction du peroxyde d’ hydrogene selon la réaction de Fenton :

Ho0; + FE” (CUP") mmmmmp  OH + ‘OH + F&>* (CU™)

Complexer les ions du fer et du cuivre sous une forme qui bloque leur activité redox est un
mécanisme d'action antioxydante. Les composés phénoliques en chéatant les ions
métalliques, forment des complexes de coordination avec ces métaux, en occupant tous les
emplacements et peuvent ainsi convertir les ions en complexes insolubles, empéchant leurs

interactions avec lesintermédiaires lipidiques (Lee et al., 2004).

Me™
Figure 6 : Chélation des métaux de transition par les flavonoides (Pietta, 2000).

e

B.2. Piegeage desradicaux libres
Les composés phénoliques sont des piégeurs efficaces de radicaux libres grace a leur
groupement hydroxyle fortement réactif (Ghedira, 2005) :

Flavonoide (OH) + R ===y Flavonoide (O) + RH
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Les flavonoides préviennent la peroxydation lipidique en réagissant avec les radicaux libres.
Cela est di a leur susceptibilité d’arracher un hydrogéne sur le groupement CH; situé entre
deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés et protéger ainsi les membranes cellulaires
(Lahouel et al., 2004 ; Jeantet et al., 2006).

B.3. Inhibition enzymatique
Les polyphénols interagissent avec certaines protéines (protéases et carbonhydrolases) et
inhibent I’ activité des enzymes:

v soit en se fixant sur les sites actifs de reconnaissance de substrat (Shan et al., 2007) ;

v’ soit en se liant aux molécules substrats; rendant ainsi ces derniéres moins accessibles
aux enzymes en les insolubilisant ou en masguant les sites de reconnaissance enzyme-
substrat (Leinmuller et al., 1991).

Dans le cas de la xanthine oxydase (enzyme considérée comme source biologique importante
du radical superoxyde), plusieurs auteurs (Shi et al., 2001 ; Da silva et al., 2004; Morelle-
Lauzanne, 2006) ont montré que les flavonoides peuvent agir sur |’ activité de cette enzyme et
ont éabli les relations entre la structure chimique des flavonoides et leur capacité d'inhiber 1a
formation de superoxyde par inhibition de cette enzyme (formation de complexes enzyme-

inhibiteur) et/ou par réduction du superoxyde produit.

3.4. Activité antimicrobienne des polyphénols
De nombreux composés phénoliques purifiés de différentes plantes; hydroxycoumarines,
dérivés de I'acide hydroxycinnamique, flavonoides (épipigallocatechine, catechine,
myricetine, quercetine), proanthocyanidines (tanins condensés), hydroxystilbenes..., ont été
exploités pour leur activité antimicrobienne et leur lutte contre un grand nombre de bactéries
pathogénes (Hatano et al., 2005 ; Shan et al., 2007).
La quercétine et la naringénine sont rapportés étre des inhibiteurs de Bacillus subtilis,
Candida albicans, Escherichia coli, Saphylococcus nervous, Staphylococcus epidermis et
Saccharomyces cerevisiae (Sandhar et al., 2011).

3.4.1. Mécanismes d’ action des composeés phénoliques sur les bactéries

L es composeés phénoliques sont dotés d’ un pouvoir antimicrobien et détruisent les bactéries en
S attaquant directement a leurs structures essentielles (paroi cellulaire, ribosomes, membrane
plasmique et ADN) et/ou en perturbant leur métabolisme et par conséquent leurs fonctions
(Karou et al., 2005; Rodriguer-Vaquero et al., 2007).
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Les flavonoides se complexent avec les composants des parois cellulaires (Tim Cushnie et
Lamb 2005), ils possedent une activité bactériostatique et bactéricide en perturbant les
métabolismes énergétiques (Tim Cushnie et Lamb 2005 ; Shan et al., 2007).
3.4.1.1. Action sur lamembrane cellulaire

Il a été rapporté que le principa site d’ action des composes phénoliques était la membrane
cytoplasmique. Les polyphénols pénetrent dans la cellule bactérienne et inactivent les
perméases du périplasme qui sont impliquées dans le transport des aminoacides et des
polysaccharides. Cela entraine une modification de la perméabilité cellulaire, avec une lyse de
la cellule bactérienne suivi d’ une perte de ses constituants (Karou et al., 2005 ; Saidana et al.,
2008 ; Daglia, 2011).

3.4.1.2. Privation des métaux
Les composés phénoliques, par la formation du complexe ion meétallique-compose
phénolique, ont une action directe sur le métabolisme bactérien et la privation des substrats
requis pour la croissance bactérienne tels que le Fer, le Zinc et |e Phosphore (Tim Cushnie et
Lamb 2005 ; Shan et al., 2007 ; Daglia, 2011). Ces micronutriments sont essentiels pour les
micro-organismes car: la réduction du Phosphore, constituant des acides nucléques, peut
engendrer une réduction de la teneur en ARN et ADN de la bactérie; le Fer et le Cuivre,
cofacteurs et activateurs enzymatiques, jouent un réle trés important dans le maintien de

I’ équilibre physicochimique de la bactérie (Ribéreaux-Gayon, 1968 ; Meyer et al., 1999).
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Chapitrell : La sardine commune

1. Généralitéssur lasardine

1.1. Position systématique et mor phologique

Les especes les plus communes correspondent aux genres Sardina et Sardinops qui, avec les
genres Engraulis (Anchois), Scomber (Maguereaux) et Trachurus (Chinchards), constituent le
groupe des petits pélagiques qui dominent les eaux tempérées et subtropicales (Lavoué et al.,
2007 ; Kurc, 2009).

Selon Letaconnoux (1954), il existerait deux sous espéces de Sardina pilchardus: Sardina

pilchardus pilchardus en Atlantique et Sardina pilchardus sardina en Méditérranée.

La systématique de Sardina pilchardus est la suivante :

Embranchement Vertéores

Classe Ostéi chtyens (Poissons 0sseux)

Sous-classe Actinoptérygiens

Ordre Clupéforme

Classe Clupéidés

Famille Clupéidés

Genre Sardina Figure7: Morphologieexternede
Sardina pilchardus

Espéce Sardina pilchardus

La sardine présente un corps fuselé (élancé), de section ovale avec des écailles lisses et
caduques, le ventre bien blanc et le dos vert olivéatre avec une bande longitudinale bleue
(Monfort, 2008).

1.2. Biologie

La croissance de la sardine varie selon les groupes (populations) et les zones. Sa taille
commune est de 9 a 20 cm avec un maximum pouvant atteindre 27 cm, dont 90% est atteint

durant la premiere année de son cycle. La croissance durant les années qui suivent est
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beaucoup plus faible malgré sa longévité qui peut aler jusqu’'a 14 ans (Letaconnoux, 1954 ;
Furnestin, 2007; MPO, 2013).

La sardine atteint sa maturité sexuelle durant les deux premiéres années de sa vie. La
croissance et la maturité sexuelle présentent de larges variations tout au long de son aire de
répartition (FAO, 2001). La sardine pond principalement en Septembre-Juin sur les cotes
Atlantique et Méditerranéenne; en Octobre-Juin sur les cotes Africaines (Amenzoui, 2006).
La ponte est fortement dépendante des facteurs environnementaux tels que la température et
I"hydrodynamisme (Olivar et al., 2001), elle s effectue a 12-18°C et se prolonge sur la
majeure partie du plateau continental (Coombs et al., 2006; Bernal et al., 2007).

La sardine est une espéce grégaire et forme de grands bancs pres des cotes, aux aentours de

50 m, en journée, et remonte entre 15 et 35 m la nuit.

Figure 8 : Photographies des bancs de sardines

La sardine se nourrit de phytoplanctons (algues) et de zooplanctons, principalement de
Copépodes (crustaces) avec une importance relative de ces proies selon e secteur et la saison
(Garrido et al., 2006 ; Furnestin, 2007 ).

2. Composition dela chair

2.1. Principaux composés
La chair des poissons se différencie de celle des autres animaux par I’ organisation structurale
des muscles qui la constituent et par ses composants. La composition biochimique de la chair
de poisson se rapproche de celle du muscle de viande des animaux terrestres, en particulier, en
ce qui concerne les teneurs en protéines, en sucres et minéraux. Il est cependant important de
mentionner que ce rapprochement entre les protéines des animaux terrestres et aquatiques
n'est valable que quantitativement. Par ailleurs, la plupart des espéces de poissons partagent

des caractéristiques communes : des protéines de haute valeur biologique dont la teneur est
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comparable a celle des autres produits carnés, une richesse exceptionnelle en acides gras
longs polyinsaturés de |a série n-3, des minéraux, des oligoéléments et des vitamines.

De nombreux facteurs conditionnent la variabilité de la composition chimique de la sardine
tels que: I’age, le comportement migratoire, |’état de la mer (tempéte/lbeau temps), les
conditions d aimentation, facteurs du milieu océanique, dont le plus important la
température, qui commandent la distribution du plancton (Furnestin, 2007).

e Les lipides présents chez les especes de poissons sont sous deux formes: lipides
structuraux (lipides polaires ou membranaires, phospholipides) et lipides de réserve
(triglycérides, graisses de réserve). Les phospholipides sont des composants majeurs des
membranes cellulaires, leur teneur et leur composition sont relativement constantes. Ces
lipides représentent moins de 1% du poids du muscle (Aursand et al., 1994), ils permettent de
maintenir |I’équilibre entre les échanges externes et internes de la cellule et d'assurer la
fluidité membranaire méme a basses températures; cela gréce a leur richesse (60%) en acides
gras polyinsaturés a longues chaines tels que I’ acide eicosapentaénoique (20:5 n-3) et I’ acide
docosahéxaénoique (22:6 n-3) (Henderson et Tocher, 1987). Les triglycérides sont des
graisses de dépdt du tissu adipeux blanc utilisées pour I’ entreposage d’ énergie (Fauconneau
et al., 1990) ; ils sont caractérisés par une proportion élevée d’ acides gras polyinsaturés de la
série n-3. Gandemer et al . (1990) rapportent que lateneur de la chair de poisson en ces acides
gras oscille entre 15 a 36%, chez la sardine elle est de 43% (Bandarra et al., 1997).

Chez le poisson, il existe plusieurs sites de dépdts lipidiques dont les principaux sont le foie,
le muscle, le tissu adipeux périviscéral et le tissu adipeux sous cutané (Fauconneau, 1990). La
répartition entre les différents sites de dépét varie selon les especes, cette différence dans les
sites de stockage et dans les teneurs en lipides représente un critére pratique de distinction des
poissons. Ainsi, les poissons sont dits: "maigres’ pour ceux qui réservent |’ énergie dans leur
foie; "plats’ ateneur en lipides intermédiaire pour ceux qui accumulent leurs graisses dans le
foie mais aussi dans leurs muscles et d autres tissus tels que le tissu adipeux périviscéral et
"gras' pour les poissons dont les lipides sont répartis dans leurs muscles.

Chez les poissons gras, lateneur de graisse fluctue considérablement d'une saison al'autre, en
fonction du cycle sexud ; par exemple de 1 a 20% chez la sardine; chez les poissons maigres
lateneur en lipides est inférieure a 5% (Cheftel et Cheftel, 1984).

Selon Furnestin (2007), la teneur en graisse de la sardine augmente d’ une fagon continue a
partir du mois d' Avril. Elle atteint son maximum en Automne, se maintient a un taux éleve

jusqu’a Décembre-Janvier, puis diminue fortement a la fin de I’ hiver, elle est extrémement
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faible en Mars. A partir du mois d Avril suivant un nouveau cycle d’ engraissement
commence.

e L ’eau peut constituer 66—79 % du poidstotal de la chair de la sardine (Furnestin, 2007).
Cette teneur reste stationnaire et le gain du poids supplémentaire qu’ elle réalise est surtout dd
al’accumulation de matieres grasses dans les tissus et |a cavité viscérale.

e Les protéines du poisson se distinguent de celles des animaux terrestres par une forte
teneur en proténes solubles. Comme le soulignent Haard (1992) et Kaushik (1997), la chair
des poissons est nettement plus pauvre en protéines insolubles (3 & 10%) par rapport a la
viande bovine (16 a 28%) et plus riche en proténes myofibrillaires (70 & 90%). La teneur en
collagéne (protéine insoluble du tissu conjonctif) est en tres faible quantité chez le poisson. Le
taux d’ hydroxyproline est en général plus bas chez les poissons que chez les mammiféres, il a
été observé une variation totale de 4,7 a 10% du collagene (Sato et al., 1991). Cette
composition particuliére rend les protéines de la chair des poissons facilement digestibles.

La chair du poisson est, en outre, riche en protéines de haute valeur biologique a un taux
relativement élevé (15 a 24%), ces dernieres renferment tous les acides aminés essentiels
(Toliara, 1997).

Contrairement aux lipides, la teneur et la composition des protéines ne sont pas affectées

d une facon notable par I’ &ge des animaux et leur alimentation.

e Lafraction en extraits azotés ou en ANP (Azote non protéique) constitue 9 a 18% de
I’ azote dans les téléostéens (Huss, 1999). Les composants principaux de cette fraction sont:
des bases volatiles telles que I'ammoniaque et |I’oxyde de triméthylamine (OTMA), la
créatine, les acides aminés libres, les bases nucléotides et bases puriques. La chair du poisson
contient davantage d’acides aminés libres que les autres produits carnés; contribuant, ainsi,
dans larégulation de |a pression osmotique.

e La teneur en carbohydrates du muscle de poisson est tres faible, habituellement
inférieure 20,5% et ils se présentent sous forme de glycogene (Huss, 1999).

e Le contenu en vitamines de la chair des poissons est trés variable selon |’ espece, la
saison et |"habitat, mais, comme pour les lipides, le facteur majeur est |’ apport alimentaire
(Huss, 1999). La chair du poisson est une bonne source de vitamines B et également, dans le
cas des especes grasses, de vitamines A et D (Lall et Parazo, 1995).

e Les poissons apportent aux consommateurs des quantités appréciables d ééments

minéraux tels que le Potassium, le Calcium et |e Phosphore en particulier mais également de
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Fer, de Cuivre et de Séénium. Les poissons d’ eau de mer ont une forte teneur en lode. 1l faut
noter gque la teneur en Sodium dans la chair du poisson est relativement basse, ce qui le rend

compatible avec un régime hyposodé.

L e tableau suivant donne lateneur en quel ques é éments minéraux du muscle du poisson.

Tableau 1V : Quelques minéraux présents dans le muscle du poisson (Murray et Brut, 1969)

Sodium 72 30-134
Potassium 278 19-502
Calcium 79 19-881
Magnésium 38 4,5-452
Phosphore 190 68-550

2.2. Lamicrofloredu muscle

Dans son milieu naturel, le poisson vit en symbiose ou en parasite avec les microorganismes ;
normalement, la chair du poisson est stérile (Guiraud, 1998). La microflore est constituée de
bactéries appartenant aux genres Pseudomonas, Vibrio, Achromobacter, Aeromonas,
flavobacterium, Serrattia, Sarcina, Proteus, Escherichia etc... Ces bactéries se rencontrent sur
toutes les surfaces externes (peau et branchies) et dans les intestins. Les chiffres ont été
estimés & 10%10° germes/g sur les branchies; 10*10° germes/g dans les viscéres; 10%/10°
germes/g sur lapeau (Toliara, 1997).

La microflore du poisson frais dépend de I’ environnement dans lequel il a éé capturé plus
que |’espéce elleméme. Elle est plus ou moins psychrophile et possede une température

optimale de croissance aux environs de 15°C (Morita, 1975).

Cependant, le muscle du poisson vivant ou fraichement capturé est intact, et les germes
endogenes ne le détériorent pas. Mais, commeil est riche en ééments nutritifs, reste un milieu

propice au dével oppement de microorgani smes.

Les bactéries ne peuvent provoquer la détérioration des denrées alimentaires que si elles se

dével oppent aprés la contamination. D’ apres Tuara (1999), Maas-Van Berkel et al. (2005) et
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Jeante et al. (2006), de nombreux facteurs provoquent leur prolifération et I’ accroissement de
la détérioration des aliments notamment le poisson ; parmi lesquels :

* Les blessures de la peau qui permettent aux matieres nutritives de s échapper et aux
bactéries d’ entrer et de se développer danslachair ;

* Lateneur en eau éevée (70% chez le poisson) qui favorise la croissance bactérienne ;

* La teneur en Oxygene lors du hachage de la viande, par exemple, qui favorise le
dével oppement des bactéries aérobies strictes ;

* Le degré d’'acidité du poisson (pH = 7) qui est proche du pH optimum de la croissance
bactérienne (pH = 5-8, pHoptimum= 6.5-7.5) ;

* La composition chimique spécifique (minéraux, vitamines, source d’ énergie et d’ Azote)
favorable pour la prolifération des bactéries ;

* La température: les microorganismes se développent a une température idéae située
entre 7-55°C; les températures limites pour leur développement sont de -10°C et 70°C.

3. Altération du poisson

Apres sa mort, le poisson subit un processus naturel de décomposition qui est le résultat de
phénomenes sensoriels, microbiologiques et autolytiques (FAO, 2003). Ceci se traduit par de
complexes réactions de détériorations intrinseques (autolyse, protéolyse et lipolyse) et
extrinseques (bactéries).

Laréduction du pH post mortem de poisson affecte considérablement les propriétés physiques
du muscle (Huss, 1999). Chez les poissons gras, les principaux composés responsables des
mauvaises odeurs sont les produits carbonylés issus de I’oxydation des lipides (Eymard,
2003).

L’ atération sensorielle des produits de la péche peut étre caractérisee par la présence des
taches de sang, de colorations anormales, d’ odeurs et de saveurs désagréables, de production
de gaz et formation d’ une couche poisseuse, ou par |’ aspect des branchies et des yeux.

3.1. Autolyse et protéolyse

Chez les especes marines (téléostéens), en conditions d’ anaérobiose, I’ ATP est synthétisée a
partir de la créatine phosphate (Huss, 1999). En effet, suite a la mort du poisson, la
dégradation de I’ATP est instantanée et se traduit chimiguement par sa disparition et par
I” augmentation d’ autres molécules (Samuel et al., 2002). Cette dégradation (Figure 9) permet
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laformation de I’ adénosine diphosphate (ADP), I’ adénosine monophosphate (AMP), I'inosine
monophosphate (IMP), I’ inosine (Ino) et |I" hypoxantine (Hx). Celui-ci aurait un effet direct sur
I"arriere goQt amer du poisson atéré et I'IMP est responsable du golt recherché du poisson
frais (Hughes et Jones, 1966).

u)b 1.2 3 H'EfIN\> 4. H%E."K)
H H i*‘rq DY H oSy N \ Q‘M N

2(p1) -N
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Figure 9 : Dégradation Post mortem de I’ ATP dans |e muscle du poisson (Gill, 1992).

Les enzymes, dans la figure 9, comprennent: 1. ATP-ase; 2. Myokinase; 3. AMP
désaminase; 4. IMP phosphohydrolase; 5a. Nucléoside phosphorylase; 5b. Inosine

nucléosidase ; 6,7. Xanthine oxydase.

Les enzymes de la protéolyse autol ytique contribuent ala dégradation des tissus de la chair de
poisson post mortem, conduisant ainsi au ramollissement (détente) considérable du muscle
(Chéret, 2005).

Les principales protéases ayant un réle notable dans I’ évolution de la qualité post mortem du

pp0oi Sson sont :

& Les cathepsines: ce sont des endopeptidases acides |ysosomales souvent impliquées
dans la dégradation post mortem du muscle de poisson. Ces protéases acquiérent leur capacité
protéolytiqgue au cours des mécanismes de glycosylation et de phosphorylation. Les
cathepsines D et L sont mises en avant quant a leur dégradation autol ytique post mortem des
tissus du poisson (Chéret, 2005).

& Les calpaines: ce sont des protéases a cysténe cytoplasmique Calcium dépendantes

(Chéret, 2005). Les calpaines de poissons digerent particulierement les myosines a longue
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chaine. Ces protéases du poisson sont plus actives a basse température que ne le sont les
calpaines de mammiféres ; la vitesse de dégradation dépend de |’ espéce étant tres élevée dans

le cas des myosines plus sensibles ala chaleur (Koohmaraie, 1992).

3.2. Hydrolyse et oxydation deslipides

Les poissons gras sont tres sensibles a la dégradation des lipides, ce qui peut engendrer des
problémes de qualité tels que I'odeur et le golt de rance désagréables. Les réactions

impliquées sont lalipolyse et I’ oxydation des lipides.
3.2.1. Lalipolyse

La lipolyse intervient au sein des muscles du poisson pendant la phase post mortem et est
associée a la dégradation du muscle au cours de la transformation et de la conservation (El
Atyqy, 2010).

L’ hydrolyse des lipides est principalement due a |’ action des enzymes lipolytiques tissulaires
qui sont les lipases. Ces derniéres hydrolysent les liaisons esters des glycérides et libérent a
partir des triglycérides des acides gras libres, des diglycérides et monoglycérides. Ces acides
gras libres interagissent avec les protéines favorisant leur dénaturation et conduisent a
I’ altération du produit (Refsgraard et al., 2000). Chez le poisson, les phospholipases A2 et B
hydrolysent les liaisons ester, respectivement, en position 2 et 1 ou 2 du glycérol dans les
phospholipides (figure 10).

Figure 10 : Sitesd action des phospholipases A2 et B (Eymard, 2003).
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3.2.2. Oxydation deslipides

Au niveau des tissus vivants, sont naturellement régulés les systemes pro-oxydants et
antioxydants permettant le maintien de la balance entre les facteurs impliqués dans les
réactions d’ oxydation. Mais cette régulation est perturbée a la mort des cellules (animales ou
végétales) et durant les processus de transformation et de stockage des aliments, ce qui
favorise le dével oppement des réactions d’ oxydation (Eymard, 2003 ; Jeantet et al., 2006).

Divers facteurs peuvent influencer |’ oxydation des lipides : les facteurs intrinseques tels que
la nature (solide, liquide, émulsionnée ou non) et la composition de la matiére grasse (nombre
et position des insaturations), la présence de substances pro-oxydantes (protéines héminiques,
lipoxygénases et métaux de transition tels que le Fer, le Cuivre, le Nickel, le Cobalt, etc...) ;
et les facteurs extrinseques tels que la lumiere, les conditions de stockage et les facteurs
physicochimiques (température, pH, activité de |’ eau et la teneur en oxygene) (Jeantet et al.,
2006). En fonction des agents initiateurs, |’oxydation des lipides peut résulter de plusieurs
voies réactionnelles pour la production des hydroperoxydes (ROOH) : I'auto-oxydation; la

photo-oxydation, et I’ oxydation enzymatique.

Chez le poisson, les lipides, notamment les phospholipides de teneur élevée en AGPI, sont la

cible privilégiée du rancissement oxydatif.

L’ auto-oxydation des lipides comporte trois étapes:. une phase d'initiation, une phase de
propagation et une phase de terminaison illustrées sur la figure 11 (Deby et Deby-Dupont,
1999 ; Eymard, 2003 ; Jeantet et al., 2006).

<« |nitiation: la peroxydation lipidique est initiée lorsqu’ une espéce radicalaire est capable
d arracher un atome d’' hydrogéne provenant d’un groupement méthyléne (-CH,-) d’un AGPI
(RH). Cela aboutit alaformation deradical libre d acide gras (R).

RH + X ------- » R+ XH

« Propagation: des radicaux peroxyls instables (ROQO") seront formés apres fixation de

I” oxygene moléculaire par les radicaux libres formeés :
R + '0-O ------- » ROO’

Les radicaux libres, ainsi, formés (ROO’) peuvent a leur tour réagir avec une nouvelle

molécule d acide gras (R H) et former des hydroperoxydes (ROOH) :
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ROO" + RH --------- » ROOH +R’

+« Terminaison: lorsque la concentration en radicaux libres devient suffisamment

importante, ils réagissent entre eux pour terminer la réaction et conduire ainsi a des produits

plus stables (qui ne sont pas des radicaux libres).

R + R°  ----- » RR
R + ROO ------- + ROOR
ROO" + ROO" ---------- » ROOR + 0O,

Figure 11 : Cycle d'auto-oxydation d'un lipide insaturé RH (Deby et Deby-Dupont, 1999)

Encadré bleu : phase d'initiation.
Encadré rouge : phase de propagation constituant le cycle proprement dit.
Encadré vert : phase de terminaison par dimérisation de deux radicaux R’

Hors encadré : R6le des métaux de transition dans |a genese des radicaux alkoxyles RO".

4. Prévention del’altération du poisson

Pour limiter I’ampleur de I’ atération du poisson, il faut lutter contre les conditions propices

aux effets des enzymes, des bactéries et de I’ oxydation (Maas-van Berkel et al., 2005 ; Jeante

et al., 2006 ; El Atyqy, 2010).
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< Pour entraver et/ou bloquer le développement et I'action des enzymes et des
bactéries ; |e poisson peut étre réfrigéré, congelé, fumé, mis en conserve, séché ou salé;

+« Pour bloquer I’ oxydation des lipides du poisson gras, il faut soit :
* |ncorporer des molécules antioxydantes comme agents de prévention qui bloquent la
phase dinitiation en réagissant avec les initiateurs de la réaction, ou comme agents de
terminaison qui bloguent la poursuite de la phase de propagation en réagissant avec les
radicaux libres en les transformant en composés stables ;

Utiliser des moyens physiques de maniére a ce que I’ Oxygene de I’ air ne puisse entrer en
contact avec la denrée alimentaire, la solution la plus simple consiste a placer e poisson dans
des sacs en plastique étanches ;

+ En outre, une manipulation soigneuse et correcte du poisson, le respect des étapes de
conservation et du conditionnement permettent |’ atténuation de sa détérioration ;

+ De méme, pour éviter tout risque de contamination, il faut veiller a I’hygiene du
personnel, des locaux et de tout matériel utilisé lors de manipulation du poisson.
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Chapitrel : Matériel et méthodes
Notre étude expérimentale s'est déroulée au niveau des laboratoires de Biomathématique
Biophysique Biochimie et Scientométrie (3BS) et de Technologie Alimentaire (TA) de
I’Université Abd-Rahmane Mirade Béaia.

1. Matéried végétal
Il est constitué de feuilles et bulbes d’ Allium triquetrum L. récoltés dans larégion d’ Aokas de
lawilaya de Béjaia au mois de Novembre 2013.
Les échantillons, fraichement cueillis, ont subi un lavage a I’eau courante, puis coupés et
séchés a 40°C dans une étuve ventilée (Kablan et al., 2008). Apres séchage, ils ont été broyés
al'aide d' un broyeur éectrique, puis tamisés pour obtenir une fine poudre (J=250um) qui a
servi pour la préparation des extraits. Les poudres ainsi obtenues sont conservées dans des
bocaux en verre, préalablement séchés a I’ étuve, hermétiquement fermés et recouverts en
papier aluminium afin d’ éviter le phénomeéne d’ oxydation de leurs diff érents composés.

————tP OV T A ——

Photographie 4 : Bulbesfrais et leur poudre correspondante

5 - g g

Photographie5 : Feuilles fraiches et leur poudre correspondante
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1.1. Choix du matériel végétal

Le choix du matériel végétal est basé sur plusieurs critéres qui sont :

Exploitation des ressources naturelles ;

Utilisation de I’ail triquétre dans |’ assaisonnement de certains aliments donc sa non-
toxicité;

Recherche de certaines propriétés biologiques de cette espéce en particulier les
pouvoirs antioxydant et antimicrobien de ses polyphénols;;
Aptitude de vaorisation de cette plante par son incorporation comme additif

alimentaire (conservateur) dans des conserveries.

2. Matériel animal

Nous avons choisi la sardine commune pour vérifier I’ efficacité des pouvoirs antioxydant et

antibactérien de nos extraits polyphénoliques. Notre choix est justifié par la large

consommeation de ce poisson et sa vulnérabilité aux atérations microbiennes et au processus

d’ oxydation lipidique.

La sardine est achetée fraichement au marché d’ Aokas (Wilaya de B€jaia). Elle est acheminée

au laboratoire dans une glaciére, puis entétée, éviscérée, nettoyee, rincée et égouttée. Les

filets de poisson ont été coupés en petits morceaux de 20g et mis dans des boites de pétri.

Notre démarche expérimentale est résumée atravers le diagramme suivant.
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Matiere végétae
fraiche

l e Triageet lavage

——————————— e Epluchage des bulbes
s Traitements e Coupure des feuilles et bulbes séparément
N préliminaires ,/' e Séchage et broyage
BT T T e Tamisage et conservation des poudres

Poudre desbulbes «-~~ “~-» Poudre desfeuilles

~a &«

Extraction des

Extraction polyphénols Extraction aux
conventionnelle avec solvants micro-ondes
aqueux a 70%
f
v Dosage des polyphénols totaux
Analyse quantitative des composes v Dosage des flavonoides et
phénoliques des différents extraits
flavonols
l \\/ Dosage des tannins

Sélection d’ extraits a teneur é evée en composés phénoliques

5

1. Evaluation du pouvoir antioxydant
2. Essai del’activité antibactérienne

2

Application sur lasardine [/ Test des TBARS

Figure 12 : Représentation schématique des étapes de |’ étude réalisée
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3. Méhodes
3.1. Détermination du taux d’humidité, del’activité del’eau et de lateneur en cendres
3.1.1. Test d’humidité
Lateneur en eau des feuilles et bulbes fraichement cuelllis a été déterminée par le procédé de
sechage al’ étuve (105°C) pendant trois heures (Boulekbache et al., 2013).
e Modeopératoire:
Dix grammes de chague échantillon sont mis dans un creuset en porcelaine et placés dans
I’ étuve a 105°C. Apréstrois heures, les échantillons sont retirés et placés dans un dessiccateur
pour se refroidir, puis pesés.
e Expression desrésultats
Letaux d’humidité est calculé a partir de laformule suivante :
H : taux d’ humidité exprime en pourcentage (%) ; H = (Wo/ W) x 100
W, : perte du poids durant le séchage (g) ;
W3, : poidsinitial del’ échantillon (g).

3.1.2. Evaluation del’activité de |’ eau

L’ activité de I’ eau des deux poudres e N\
obtenues a été mesurée avec un W-metre :

v" Remplir la cuvette avec la poudre
et laplacer au capteur ;

v' Régler I’ appareil (W-métre) en
mode de fonctionnement standard
et lefaire démarrer ;

v' Aprésun temps d'initialisation,

I’ appareil affiche lavaleur de
I’activité de |’ eau (Aw) ;

v' Lamesure est stoppée lorsgue cette
valeur reste stable.

N J

Photographie 6 : W-métre

3.1.3. Détermination delateneur en cendres
La teneur en cendres a été évaluée par cacination a 550°C dans un four a moufle pendant
trois heures (AFNOR, 1982).
Expression desrésultats

Lateneur en cendres est calculée comme suit :
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Soit : Cd : taux de cendres (%); /

| Cd = 100 - MO%
MO : matiére organique (%) ; l

. 0 —
Po : masse delaprise d essai (g) ; R Avec: MO% = (Po/ P1) x 100 )

P1 : perte de poids durant la calcination (g).

3.2. Préparation des extraits
L’ extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour leur valorisation. Elle
dépend de laméthode et du solvant approprié qui préservent leurs propriétés biol ogiques.
Nous avons effectué I’ extraction par deux méthodes différentes : la méthode d’ extraction par

macération dite conventionnelle et |la méthode aux micro-ondes dite innovante.
3.2.1. Extraction conventionnelle

Cing grammes (5g) de poudre ont été
extraits avec 500ml de trois solvants & 70%
(acétone, éthanol et méthanol). Le mélange
est placé sous agitation pendant deux
heures a température ambiante et a I’ abri
de la lumiére ; pour éviter les phénomeénes
de photo oxydation. Apres filtration sur
papier filtre, le solvant a été évaporeé dans

I’ éuve ventilée a 40°C puis lyophilisé.

Photographie 7 : Extraction par macération

3.2.2. Extraction par micro-ondes
Cette extraction a été effectuée par les mémes systémes de solvants pendant 1, 2 et 3 minutes
a une puissance de 500w. Le mélange est refroidit a chaque cycle de 20 secondes
d’irradiations pour éviter la dégradation thermique des composés a extraire. Les solutions
obtenues ont subi les mémes opérations de filtration, évaporation et enfin lyophilisation.
La lyophilisation permet la bonne conservation des extraits et |I'obtention d’un produit
facilement soluble dans |I’eau qui, aprés addition d eau, présente les mémes caractéristiques

gue le produit d’ origine.
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———
Photographie 8: Extraction par micro-ondes (a gauche) et le lyophilisateur utilisé (a droite)

3.2.3. Rendement d’ extraction
Le rendement désigne la masse de I’ extrait déterminée aprés évaporation du solvant, il est
exprimeé en pourcentage par rapport alamasse initiale de la plante soumise al’ extraction.
Le rendement d’ extraction est estimé par laformule suivante (Stanojevic et al., 2009) :
Ou: R: Rendement d' extraction(%);
Pt : Poids d extrait aprés lyophilisation (g); II R=(P:/Pp) *100
Py: Poidsdelaprised’ essa (Q). S

3.3. Analyse quantitative des composeés phénoliques

3.3.1. Dosage des polyphénols totaux
Les polyphénols totaux ont été déterminés spectrophotométriquement par la méthode de
Folin-Ciocalteu selon la procédure d’ Othman et al. (2007).
Le réactif Folin-Ciocalteu est un mélange d’acide phosphotungestique (HsPW12040) qui est
réduit, lors de I’ oxydation des phénols, en un mélange d’ oxydes bleu de tungsténe (WgO,3) et
de molybdene (MogO,3) (Ribéreau-Gayon, 1968).
Les échantillons sont préparés par la dissolution des lyophilisats obtenus lors de I’ extraction
dans I'eau distillée. A 0,2 ml d'extrait (la concentration des extraits des feuilles est de 4
mg/ml et celle des bulbes est de 20 mg/ml) sont additionnés 1,5 ml du réactif de Folin-
Ciocadteu (1/10), le mélange est incubé a température ambiante et a I’ obscurité pendant 5
minutes. Ensuite 1,5 ml de la solution de NA,CO;3 (7.5%) ont été gjoutés al’ ensemble. Apres
incubation a température ambiante et a |’ obscurité pendant 90 minutes, I’ absorbance a été

mesurée & 750 nm contre un blanc sans extrait.
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La quantification des polyphénols totaux a été faite en se référant a la courbe d’ éalonnage
établie avec I’ acide gallique a différentes concentrations (Figurel, Annexe n°3). Les résultats
du dosage des polyphénols totaux sont exprimés en milligramme d’' équivalent acide gallique

par gramme d’ extrait (mg EAG/g Ext).

3.3.2. Dosage des flavonoides

L’ évaluation quantitative des flavonoides totaux dans les différents extraits a été réalisee
selon la méthode du trichlorure d’ aluminium (AICl3) décrite par Djeridane et al. (2006). Cette
méthode est basée sur la formation d’un complexe jaunétre suite a la chélation de métaux
Al*3, utilisés sous forme de chlorure d’aluminium (AICl3), par les groupements OH. La
coloration ainsi formeée est proportionnelle au taux de flavonoides dans le mélange (Ribereau-
Gayon, 1968).

Les échantillons sont préparés par la dissolution des lyophilisats dans I'eau distillée ((la
concentration des extraits des feuilles est de 1,5 mg/ml et celle des bulbes est de 10 mg/ml). A
1.5ml de chague échantillon sont gjoutés 1,5 ml de la solution AICI3 (2%). Trente minutes
apres I'incubation de I'ensemble a température ambiante et a I'abri de la lumiere,
I” absorbance a éé lue a 430 nm.

Une gamme étalon est établie séparément avec la quercétine (Figure 2, Annexe n°3) pour
calculer la concentration des flavonoides dans chague extrait. La teneur moyenne en
flavonoides est exprimée en milligramme d’ équivalent quercétine par gramme d’ extrait (mg
EQ/g Ext).

3.3.3. Dosage des flavonols

La teneur en flavonols des différents extraits a été déterminée par la méthode colorimétrique
décrite par Abdel-Hameed (2009).

Pour cela, a 1 millilitre d’ extrait lyophilisé dissout dans I’ eau distillée (la concentration des
extraits des feuilles est de 4 mg/ml et celle des bulbes est de 25 mg/ml), sont additionnés 1
millilitre de Chlorure d’aluminium a 2% et 3 millilitres d’Acétate de sodium a 5%.
L’ ensemble est incubé pendant 30 minutes alatempérature ambiante et al’ abri de lalumiére;
puis |’ absorbance est mesurée a 440 nm. La concentration en flavonols des extraits a été
déterminée en se référant a la courbe d'étalonnage établie avec la quercétine comme
standard (Figure 3, Annexe n°3). La teneur moyenne en flavonols est exprimée en mg

équivaent quercétine par gramme d’ extrait (mg EQ/g Ext).
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3.3.4. Dosage destannins

Pour I’ estimation du contenu de nos extraits en tannins totaux, nous avons utilisé le protocole
de précipitation des protéines (BSA), proposé par Hagerman et Butler (1978).

Cette méthode qui utilise la protéine Sérum Albumine Bovine (BSA), est basée sur |’ aptitude
des tannins a precipiter les protéines formant ainsi un complexe insoluble tannins-BSA. Ce
précipité, une fois dissout dans une solution alcaline (SDS/TEA), forme un complexe ion
ferrique- polyphénols de couleur bleue-vert-violacée, qui est mesurée au spectrophotometre a
510 nm (Ribereau-Gayon, 1968).

A un millilitre d'extrait (la concentration des extraits des feuilles est de 12 mg/ml et celle des
bulbes est de 30 mg/ml) sont ajoutés deux millilitres de la solution BSA préparée dans un
tampon acétate (pH = 5; 0,20 M) puis incubés a 4°C pendant 24 heures. Une centrifugation a
été réalisée a 5000 tpm pendant 20 minutes pour récupérer le culot a qui sont goutés 4 ml de
SDS/TEA et 1 ml de FeCl3 (0,01 M). Le mélange réactionnel est agité et laissé au repos a
I’abri de la lumiere pendant 15 min. Les absorbances des échantillons sont lues & 510 nm
contre un blanc contenant le méme mélange réactionnel a I’exception de I'extrait. Les
résultats sont rapportés en mg équivalent acide tannique par gramme d extrait (mg EAT/g).
Dans I’ Annexe n°3 est illustrée la courbe d’ éalonnage de I’ acide tannique. La préparation des

solutions pour e dosage des tannins est donnée dans |’ annexe 4.

3.4. Activités biologiques des extraits

3.4.1. Evaluation del’ activité antioxydante
L’ activité antioxydante de nos extraits a été réalisée par des tests chimiques d’ oxydoréduction
du fer (FRAP) et du radical 2,2 diphényl picryl-1-hydrazyl (DPPH"), puis par leur pouvoir de
dégradation du B-caroténe en présence de I’acide linoléique.

+ Réduction du Fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Cette méthode se base sur la réaction de réduction du chlorure ferrique (FeCls) en chlorure
ferreux (FeCl,) en présence d'un agent chromogéne : le Ferricyanure de Potassium
[K3Fe(CN)g] en milieu acidifié par |” acide trichloracétique (Ribeiro et al., 2008).
Le protocole expérimental utilise est celui adopté par Hseu et al. (2008) ; ou1lml de
I’échantillon a différentes concentrations est mélangé avec 1 ml d une solution tampon
phosphate (0,2 M ; pH = 6,6) et 1 ml d’une solution de ferricyanure de potassium KzFe (CN)e
a 1%. L’ ensemble est bien mélangé et incubé au bain marie & 50°C pendant 20 min. 1 ml
d’acide trichloracétique TCA a 10% a été gjoute, les tubes sont ensuite centrifugés a 30009

pendant 10 min. 1,5 ml du surnageant sont ajoutés a 1,5 ml d’eau distillée et 150 pl d’une
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solution de chlorure de fer (FeCl3) a0,1%. Lalecture des absorbances se fait contre un blanc a

700 nm al’aide d’ un spectrophotometre.

+ Test au DPPH
Letest DPPH est une méthode largement utilisée dans | analyse de I’ activité antioxydante. En
effet, le DPPH (forme oxydée) se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres
stables. Cette stabilité est due a la déocalisation des électrons libres au sein de la molécule
(Molyneux, 2004). La présence de ces radicaux DPPH" donne lieu a une coloration violette
foncée de la solution, qui absorbe aux environs de 515 nm. La réduction des radicaux DPPH’

par un agent antioxydant entraine une décoloration de la solution (forme réduite).

1 1
1 1
1 1
| ON N—N O?NAQHN :
1 1
1 1
| @ 2/ Yo
1 1
I - —_— I
| [ Laforme oxydée ] [ Laforme réduite J :
\ 1

Figure 13 : Lesformes oxydée et réduite du DPPH

Pour évaluer la capacité antiradicalaire du DPPH, nous avons suivi le protocole décrit par
Dziri et al. (2012) comme suit : 2 ml d'une solution méthanolique de DPPH (0,1 mM) ont été
meélangés avec 1 ml d'extrait a différentes concentrations. Le mélange obtenu est ensuite
gardé a la température ambiante et a I’abri de la lumiere pendant 15 minutes; puis
I’absorbance est mesurée a 515 nm. Nous avons procédé de la méme maniere pour
I’ antioxydant de référence (BHA).

Le pourcentage d’inhibition est calculé suivant laformule ci-dessous :

____________________________________________

Ou AbScomrsle €t AbSschaniiion SONt les absorbances du contrble et de | échantillon
respectivement.

Les valeurs | Cs ; définies comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50%
de I’ activité du DPPH ; ont été déterminées graphiquement pour chaque extrait.
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+ Test de blanchissement du B-caroténe
L’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux peroxydes qui oxydent le B-caroténe,
entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge. Cependant la présence d’'un antioxydant
pourrait neutraliser ces radicaux libres dérivés de I'acide linoléique et donc prévenir
I’oxydation et le blanchissement du -caroténe.
Dans cette analyse la capacité antioxydante est déterminée par la mesure de I’inhibition des
composés résultant de la peroxydation lipidique de I’ acide linoléique (Tepe et al., 2006). Pour
cela, nous avons préparé une €émulsion B-caroténe/acide linoléique : 0,5mg de B-caroténe
dissous dans 1 ml de chloroforme. Nous avons introduit 3 ml de cette solution dans un bécher
de 10 ml contenant 25 pl d'acide linoléque et 200 mg de Tweend0. Apres évaporation du
chloroforme dans I’ étuve ventilée réglée a 40°C, 100 ml d’eau oxygénée ont &té ajoutés puis
agités vigoureusement.
A 2,5ml de cette émulsion ont été additionnés 350 pl d'extrait (les extraits des feuilles a 4
mg/ml et ceux des bulbes a 10 mg/ml) ou du contréle positif BHA (a2 mg/ml); I’ ensembl e est
incubé a température ambiante pendant 48 heures. Pour le contrble négatif, I’ extrait a éé
remplaceé par I’ eau distillée.
L es absorbances ont été mesurees, a différents intervalles de temps (0, 2h, 4h, 6h, 21h, 29h et
48h), a 490 nm contre un blanc constitué de la méme émulsion sans 1’ajout du -carotene.

L’ activité anti oxydante relative (AAR) a été cal culée comme suit :

__________________________________

I
I
I
|

__________________________________

Ou Abs. et Absspa sont les absorbances de I’ échantillon et le BHA apres 48 heures.

3.4.2. Evaluation del’activité antibactérienne
£ Originedessoucheset préparation des suspensions bactériennes

Les souches utilisées pour déceler I’ activité antibactérienne des extraits de I’ ail triquétre sont
des souches référentielles de I’ American Type Culture Collection (ATCC), dont deux souches
a Gram positif : Bacillus subtilis (ATCC6633), Saphyl ococcus aureus (ATCC43300) et deux
souches a Gram négatif : Escherichia coli (ATCC25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853). Ces bactéries ont é&é choisies pour leur pathogénicité et leur implication
fréguente dans la contamination des denrées aimentaires.

Ces guatre souches bactériennes sont entretenues dans un bouillon nutritif et repiquées sur
gélose nutritive la veille de chaque essai antibactérien. Apres 18-24 heures d'incubation a

37°C, des colonies bien isolées sont prélevées et mises dans 9 ml d’ eau physiologique stérile
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(0,9% NaCl). La suspension bactérienne est bien homogénéisée et saturbidité est gustée a 0,5
McFarland (10° UFC/ml). L’ gjustement se fait soit en gjoutant de I'eau physiologique s la
suspension est opaque ou de la culture si elle est trop faible.

+ Procéduredu test antibactérien
Afin d’ évaluer I'activité antibactérienne de nos extraits phénoliques, nous avons utilisé la
méthode de diffusion sur gélose (antibiogramme : méthode des disques). Cette méthode a été
concrétisée en remplagant |es disques d’ antibiotiques par ceux imbibés de solution d’ extrait.
Le protocole ainsi suivi dans notre éude a été rapporté par plusieurs auteurs: Najjaa et al.
(2007), Falleh et al. (2008) et Kablan et al. (2008).

v Des disgues de papier Wattman stériles (@ = 6mm) sont, aseptiquement, imprégnés de
10 ul de différentes solutions d’ extraits dissouts dans de |’ eau distillée & des concentrations de
25, 50, 75 et 100 mg/ml. Le témoin négatif est préparé avec I’ eau distillée;

v Vingt millilitres, du milieu Muller Hinton gélosé en surfusion (45°C) sont coulés dans
des boites de Péri (@ = 90 mm). Aprés solidification, un inoculum de 10° UFC/ml est
ensemencé par écouvillonnage (I’ écouvillon trempé dans la suspension est essoré sur les
bords), en frottant délicatement |’ écouvillon sur la gélose et en tournant plusieurs fois la boite
defagon acroiser les stries;

v' Sur ces boites de pétri inoculées et avec une pince stérile sont déposés les disques
imprégnés d extraits, une légere pression est exercée sur ces derniers pour assurer une
meilleure adhérence.

v" Pour une bonne diffusion des substances actives, les boites de Pétri sont maintenues a
4°C pendant 2 heures; ensuite elles sont incubées a 37°C pendant 24 heures.

v' Aprés I'incubation I’ effet  des extraits se traduit par |’ apparition, autour de disgue,
d’une zone circulaire transparente correspondant al’ absence de la croissance. Plus |le diametre

de cette zone est grand plus la souche est sensible (Choi et al., 2006).

3.5. Inhibition dela peroxydation lipidique dela sardine: Méhode des TBARS
L’ extrait phénolique ayant de bonnes activités biologiques sera retenu. Les concentrations
appliquées sont de 10, 25 et 50 mg/ml. Nous avons suivi le taux d’ oxydation durant 10 jours
(1%, 4™ 7°™ et 10°™ jour) de stockage de la sardine au réfrigérateur (6°C).
16 échantillons de 20 g de sardine ont été préparés dans des boites de Pétri en verre,
préalablement lavées et séchées, ces échantillons ont été imbibés dans 15 ml d’ extrait.
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Photographie 9: Echantillons de sardine utilisés pour |a méthode des TBARS.

La méhode a I’acide thiobarbiturique (TBA) est largement utilisée pour le dosage des
composés secondaires de |'oxydation lipidique dans les aiments (Leonard et al., 2004 ;
Gatellier et al., 2007 ; Jaenet et al., 2007; Pereiraet al., 2013).

Le malondiadéhyde (MDA) est I’un des produits formés par la peroxydation des lipides en
réponse a un stress oxydatif. Cette peroxydation des lipides est estimée par la mesure du
MDA produit, capable de réagir avec I’ acide 2-thiobarbiturique (Figure 14). Le dérivé ainsi
formé MDA(TBA), possede un maximum d’ absorption alalongueur d’ onde 532 nm.

N N
o 0 S\T/ N OH H
H KKN
Malondialdéhyde Dérive MDA (TBA, L

OH

SH

Figure 14 : Réaction de condensation du MDA avec I’ acide thiobarbiturique (Aoun, 2009).

Puisque le malondialdéhyde (MDA) n'est pas le seul produit secondaire d’oxydation des
acides gras polyinsaturés aréagir avec |’ acide thiobarbiturique (TBA), nous parlons aors de

substances réactives au TBA (TBARS).

Pour notre étude, I'extraction du MDA a été réaisée selon la méthode de Djenane et al.
(2011). Pour cet effet, 20 g de sardine ont éé broyés avec 20 ml d’ acide trichloracétique
“TCA” (20%, pH: 3,5). Aprés 20min de contact, |"homogénat est centrifugé a 4000
rpm/15min. A 2 ml du surnageant sont additionnés 2ml de TBA (0,02M préparé dans NaOH
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IN). Le mélange est aors incubé a 95°C/15min; la réaction est, ensuite, arrétée par un
refroidissement dans de I'eau froide. Pour I'extraction du chromogene, 5 ml de butan-1-ol
sont gjoutés au mélange et I'ensemble est agité vigoureusement. Aprés 10 minutes de
centrifugation a 1500 rpm, |’ absorbance de la phase butanol est mesurée a 532 nm. L’ eau

distillée est utilisée pour étalonner le spectrophotomeétre.

Les vaeurs de TBARS sont exprimées en équivalent MDA par gramme de sardine (nmol
MDA/g).

La concentration de MDA est calculée en utilisant son coefficient d’extinction molaire (¢ =

155 mM/L.cm), selon laformule suivante (Souguir, 2009) :

Abs : Absorbance ; pm e mmm - -
MDA (nmol/g) = (Abs* V/155* P) * 1000 !

1
I
/

——— e —

V : Volumedel extrait (ml) ;

S e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

P : Poids de la sardine (g).

4. Analyse statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart type. Les valeurs EC50
(concentration effective a 50%) sont cal culées par la méthode de régression linéaire a partir de
la courbe [% inhibition = f (concentrations)]. Les comparaisons multiples et la détermination
des taux de signification sont faites par le test ANOVA suivi du test de Tukey pour les
comparaisons multiples en utilisant le logiciel XLSTAT 2009. Les différences sont

consi dérées statistiquement significatives au seuil de 0,05.
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Chapitrell : Résultats et discussion
1. Taux d’humidité, I’ activité del’eau et lateneur en cendres

Les taux d humidité et de cendres, en pourcentage, des feuilles et bulbes frais d’ Allium
triquetrum L. ainsi que I’ activité de I’eau des poudres correspondantes sont donnés dans le
tableau suivant.

Tableau V : Teneurs en eau, en cendres et I’ activité de |’ eau d’ Allium triquetrum L.

Teneur en eau (%)  Activitédel'eau Teneur en cendres (%)

Feuilles 92,62 + 0,26 0,36 + 0,12 2,24+0,42

Bulbes 91,74+ 0,15 0,35+ 0,27 1,66 + 0,57

L’ eau présente la partie maoritaire des plantes. Elle leur assure la turgescence et leur permet
le transport des substances minérales, nutritives, d’ éléments issus du métabolisme, de facteurs
de croissance et de déchets... La teneur en eau varie selon |’ espéce et I’ organe considérés
(Guillaume, 2004).

D’ aprés nos résultats ; la plante d’ Allium triqueturm L. a des taux d’ humidité tres importants.
La matiere seche ne représente que 7,38% et 8,26% pour les feuilles et les bulbes,
respectivement. Nos résultats concordent avec ceux de Ketiku (1975) qui a trouve des teneurs
en eau dlant de 91 a 92,3% pour les quatre cultivars d oignon étudiés. Pour le taux
d humidité des bulbes, nous constatons qu’il est proche de celui obtenu (89,11%) par Dini et
al. (2008) ayant travaillé sur I’ cignon rouge. Toutefois nos résultats se rapprochent encore de
ceux rapportés par Yin et Tsao (1999) ayant signal € des teneurs en eau de 74 a 92% pour les

sept especes du genre Allium anal ysées.

L’eau présente une source de dégradation des composés phénoliques par le phénoméne
d oxydation. Par ailleurs, les cellules végétaes renferment des enzymes, particulierement les
polyphénols oxydases, susceptibles de modifier ces composés par les réactions de
brunissement enzymatique (Matuschek et Svanberg, 2005 ; Umi et Unal, 2005).

Pour prévenir de ce phénoméne d’ oxydation et pouvoir préserver nos échantillons; nous
avons effectué un séchage dans une étuve ventilée.
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L’ activité de I’eau nous indique la disponibilité de I’eau d’un milieu pour des réactions
chimiques, biochimiques ou un transfert au travers d’une membrane semi-perméable. Sa

valeur est comprise entre O et 1.

Ainsi, I’activité de |’ eau de nos poudres a été mesurée pour s assurer de I’ élimination de I’ eau
libre qui inhibe la prolifération des microorganismes; et assurer leur conservation dans de

bonnes conditions.

Selon Jeantet et al. (2006), la croissance des microorganismes est tres faible lorsque I’ activité
del’eau est inférieure a 0,6. Il a été estimé qu’ un domaine de stabilité existe pour des valeurs
de I’ activité de I’ eau comprises entre 0,2 et 0,3. A travers le tableau V ; nous pouvons déduire
gue nous avons effectué le séchage des feuilles et bubes dans de bonnes conditions (activités
del’eau de 0,35 et 0,36).

Le taux de cendres représente la quantité totale en sels minéraux présents dans |’ organe teste.
Selon le tableau V, nous remarquons que les feuilles d’ Allium triquetrum L. sont plus riches
en minéraux (2,24%) comparativement aux bulbes avec une teneur de 1,66%.

Ces résultats sont supérieurs a ceux rapportés par Ketiku (1999) qui a trouvé des teneurs
comprises entre 3,19 et 12,42 mg/100g de matiere seche des quatre cultivars d’ oignons. Mais
ils sont inférieurs a ceux de Hayder et al. (2004) qui ont trouvé une valeur de 2,30% pour

I"ail cultive.
2. Rendement en extraits et leursteneurs en composes phénoliques

L’ extraction des composes phénoliques des matrices végétales est une étape cruciale qui
dépend de la méthode et du solvant approprié, pour leur quantification et leur classification
(Brun et al., 1992).

Générdement, divers solvants ont éé utilisés pour I'extraction de ces principes actifs
englobant I’ eau, |’ acétone, I’ éthanol et le méthanol. Il a été corroboré que les solvants aqueux
donnent les meilleurs rendements d’ extraction que les solvants absolus (Koffi et al., 2010 ;
Boulekbache et al., 2013 ; Tan et al, 2013).

Dans la présente étude, I'extraction a été effectuée sur les poudres des feuilles et bulbes
d Allium triquetrum L. par trois solvants agueux (70%) a savoir : |’acétone, |’ éthanol et le

méthanol ; par laméthode de macération et celle assistée par micro-ondes.
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Le travail consiste a évaluer les extraits obtenus en terme de quantité phénolique par ces deux
techniques ; puis faire une comparaison afin de pouvoir séectionner la meilleure procédure
d’ extraction par rapport alavitesse et au taux d’ extraction de ces composeés bioactifs.

2.1. Rendement d’extraction
Chacun de nos extraits a été caractérisé par sa couleur, son aspect et son rendement par
rapport alapoudre utilisée. Ces éléments sont représentés dans | e tableau ci-apres.

Tableau VI : Aspects, couleur et rendements des extraits d’ Allium triquetrum L.

Feuilles Bulbes
Extraits Couleur/aspects Rendg/rpent i Extraits Couleur/aspects Re”def,}[}mt
o Vert foncé (p | .
= FA etfonce(pde o6 | BA  Jane(cisax) 41,80
5 = collante) :
58S FE Vert (pateux) 3220 | BE  Jaune(cristax) 50,60
55 . .
x 1
bz FM JauneAverdatre 2820 + BM  Jaune(cristaux) 51,40
3 (pateux) :
7 A |
Fap  vetfoneelpde o) 1 BAl  Jame(aistax) 456
collante) !
FA2 Vert fonce (pate 348 | BA2  Jaune(cristaux) 46,00
Q collante) !
2 Vert foncé (pa ! :
S pag vetfoneede .o | BA3  Jwne(uistax) 4640
s collante) ;
g FE1 Vert (pateux) 3360 | BE1 Jaune (cristaux) 46,80
= FE2 Vert (pateux) 3360 | BE2 Jaune (cristaux) 48,00
2 FE3 Vert (pateux) 35,20 i BE3 Jaune (cristaux) 49,20
(@] |
8 gy uneverddre 3360 | BM1 Jane(crisax) 48,00
: (péteux) |
0 5 :
Fvg  auneverdare 3320 | BM2 Jaune(cristax) 4840
(péteux) :
Jaune verdatre | .
FM3 N 32,00 |, BM3  Jaune(cristaux) 49,60
(pateux) .
! F: Extrait defeuilles; B : Extrait debulbes; A : Acétone, E : Ethanol ; M : |
1 1
' Méthanol ; 1, 2, et 3relatifsal, 2 et 3 minutes de chauffage aux micro-ondes. |
\ ]
4+ Rendement d’extraction par macération: il ressort a travers I’observation des

rendements d’ extraction, du tableau IV, que I’ éhanol donne le meilleur rendement pour les

échantillons des feuilles, soit une valeur de 32,20% ; alors que pour les bulbes, c'est le
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méthanol qui donne le taux le plus éevé, soit 51,40% suivi de I’ éhanol avec une valeur de
50,60%.

+ Rendement d’extraction par micro-ondes: les résultats des rendements obtenus par
micro-ondes illustrés dans le tableau 1V, montrent que I’acétone est le meilleur solvant
d’ extraction pour les feuilles (36%). Pour les bulbes, les meilleurs solvants d’ extraction sont
le méthanol et I’ éhanol qui sont similaires, soient 49,60% et 49,20%, respectivement.

Nous constatons que les rendements les plus élevés sont enregistrés pour les échantillons
irradiés pendant 3 minutes par micro-ondes.

Nous remarquons que les rendements d’ extraction obtenus par ces deux méthodes différent
en fonction des parties de la plante ; dont |es taux en extraits de bulbes sont considérablement
élevés par rapport a ceux desfeuilles.

Les meilleurs rendements d extraction, des deux méthodes utilisées, sont enregistrés en

utilisant les radiations micro-ondes pour les feuilles, soit 36% versus 32,20% pour la
macération. Par contre, les taux en extraits de bulbes obtenus par ces deux procédures
d’ extraction sont proches.
Ces différences en taux d extraction sont dues a la différence de solubilité des composes
phénoliques dans le solvant d’extraction, qui dépend de leur nature chimique dans la plante
(composés simples a fortement polymérisés). Entre autre, la solubilité de ces composés est
affectée par la polarité du solvant utilise (Falleh et al., 2008 ; Jokic et al., 2010 ; Garcia-Salas
et al., 2010).

2.2. Teneursen composés phénoliques
Ci-aprés sont présentées |es teneurs moyennes en composes phénoliques (polyphénols totaux :
PPT, flavonoides, flavonols et tannins) de nos extraits obtenus par les deux procédures
d extraction.

La raison principae pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des

propriétés antioxydante et antimicrobienne des plantes leur sont attribuées.
2.2.1. Teneur en polyphénolstotaux (PPT)

Les teneurs en PPT obtenus par les deux méthodes d' extraction sont présentées dans le

tableau suivant.
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Tableau VII : Teneur en PPT d Allium triquetrum L. extraits par macération et par micro-

ondes.

Partiedela plante Solvant d'extraction  Extraits Teneur en PPT (mg EAG/Q)

FA 14,512 + 0,21

Acétone FA1l 15,999 + 0,19

FA2 16,377 £ 0,18

FA3 16,587 £ 0,15

FE 16,976 £ 0,26

g Ethanol FE1 15,601 + 0,19

|§ FE2 16,950 + 0,09

FE3 17,656 £ 0,13

FM 16,811+ 0,18

Méthanol FM1 15,409 £ 0,17

FM2 15,450 + 0,13

FM3 15,688 + 0,12

BA 4,153 £ 0,06

Acéione BA1l 2,427+ 0,11

BA2 2,493+ 0,09

BA3 2,554 +0,12

" BE 3,926 + 0,13

& BE1 3,580+ 0,08

E Ethanol BE2 3,762 + 0,07

BE3 4,038+0,12

BM 3,114 + 0,07

Métharol BM1 2,387 £ 0,16

BM2 2,474+0,12

BM3 2,687 £ 0,09

F : Extrait defeuilles; B : Extrait de bulbes; A : Acétone, E : Ethanol ; M : Méthanol ;
1, 2, et 3relatifsa l, 2 et 3 minutes de chauffage aux micro-ondes.

N ————

Les résultats du tableau ci-dessus révelent une différence significative (p > 0,05); le
chauffage par micro-ondes, pendant 3minutes, semble étre la meilleure méthode d’ extraction
des PPT soit en moyenne 10,049 contre 9,810 mgEAG/g PS pour la macération. Ces résultats
rejoignent ceux trouvés par Huma et al. (2011) qui constatent que I’ extraction assistée par
micro-onde des polyphénols de 4 variétés d’ oignons (Rouge, Jaune, Blanc et rocambole) est

plus efficace par rapport au chauffage conventionnel. Ils rapportent les vaeurs,
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respectivement, de 25,07 - 17,90 - 7,58 et 11,30 mg EAG/g PS pour la méthode aux micro-
ondes contre 23,09 - 14,69 - 6,62 et 5,03 mg EAG/g PS pour |a méhode conventionnelle.

Lavariation de lateneur en PPT en fonction de la partie de la plante est significative, dont les
feuilles donnent les teneurs les plus élevées (16,167 mgEAG/g PS en moyenne). Cette teneur
est environ 5 fois supérieure a celle enregistrée par les bulbes (3,204 mg EAG/g PS en
moyenne). Nos résultats sont supérieurs a ceux des travaux conduits par Bernaert et al. (2012)
sur les 30 cultivars de poireau indiquant les valeurs oscillant de 5 a 15,14 mg EAG/g PS et
ceux de Bozin et al. (2008) rapportant une valeur de 0,18 mg EAG/g PS pour les bulbes d’ail

étudiés.

Par ailleurs, les extraits acétoniques enregistrent les teneurs en polyphénols les plus éevées
(10,311 mgeAG/g PS) suivis des extraits éthanoliques et méthanoliques qui donnent des
teneurs proches estimées respectivement a 9,387 et 9,252 mgeAG/g PS.

2.2.2. Teneur en flavonoides et flavonols

Les résultats de la teneur en flavonoides et flavonols des extraits irradiés par mico-ondes et
des macérétes des feuilles et bulbes d'ail triquétre par les différents solvants (tableau VIII)
montrent que le chauffage aux micro-ondes est préférable pour extraire ces substances
bioactives, a savoir une moyenne de 8,359 (pour les flavonoides) / 7,836 (pour les flavonols)
mg EQ/g PS contre 7,786 (pour les flavonoides) / 7,027 (pour les flavonols) mg EQ/g PS en
moyenne pour la macération. En effet Huma et al. (2011) ont trouvé des résultats différents
des notres et indiquent que les teneurs en flavonols obtenus par le chauffage conventionnel
des 4 variétés d’ oignon étudiées (319,7 — 214,7 — 5,2 — 1,9 mg EQ/100g PS) sont supérieures
a celles obtenues par chauffage aux micro-ondes (134,7 — 114 — 2,4 et 1,2 mg EQ/100g PS).
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Tableau VIII : Teneur en flavonoides et flavonols d’ Allium triquetrum L.

Partiede Solvant Teneur en
laplante d'extraction Extraits Flavonoides (mgEQ/g) Flavonols
14,721 + 0,14 14,646 + 0,12
FA
14,897 + 0,14 14,718 + 0,31
Acétone FAL
15,014 + 0,11 14,945 + 0,24
FA2
16,127 + 0,21 16,030 + 0,28
FA3
e 13,637 + 0,25 12,921 + 0,16
@ 14,555 + 0,15 14,354 +0,21
= Ethanol FEL
3 14,653 + 0,17 14,060 + 0,14
LL FE2
15,789+ 0,18 15,245 + 0,25
FE3
FM 13,215 + 0,24 10,841 + 0,17
12,988 + 0,13 11,120 + 0,13
) FM1
Méthanol 13,086 + 0,11 11,488 + 0,22
FM2
13,098 + 0,11 12,125 + 0,25
FM3
BA 2871+0,12 2,180 + 0,21
1,558 + 0,13 1,056 + 0,13
BA1
Acetone 1,615 + 0,06 1,090 + 0,11
BA2
1,691 + 0,12 1,178+ 0,14
BA3
BE 1,662 + 0,15 1,164 +0,18
1,524 + 0,09 1,260 + 0,23
)] BE1
= Ethanol 1,699 £ 0,15 1,385 + 0,12
m BE2
2,958+ 0,11 2,032+0,14
BE3
BM 0,614 + 0,09 0,416 + 0,13
0,381+ 0,15 0,241+ 0,16
BM1
Méthanol 0,415+ 0,23 0,364 +0,11
BM2
0,494 +0,18 0,431+ 0,12
BM3
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Statistiquement la différence entre les teneurs en flavonoides et en flavonols est significative.
Les feuilles enregistrent, en moyenne, 14,231 et 13,563 mgEQ/g PS en flavonoides et
flavonols respectivement ; tandis que les bulbes renferment des teneurs 9 a 12 fois plus faibles
(1,456 et 1,066 mgEQ/g PS en flavonoides et flavonols, respectivement). Bozin et al. (2008)
rapportent des résultats supérieurs aux nétres concernant la teneur en flavonoides totaux des
bulbesdel’all (5,78 mg EQ/g PS).

En ce qui concerne le solvant d’extraction, quel que soit le mode d’ extraction, |’ acétone et
I’ éthanol restent les meilleurs extracteurs des flavonoides et flavonols, soient des moyennes
proches de 8,561/8,302 mgEQ/g PS en flavonoides et 8,230/7,802 mgEQ/g PS en flavonols
respectivement.

Nous constatons que les flavonols représentent la majeure partie des flavonoides totaux des

parties d’ Allium triquetrum L. étudiées.

[.2.2.3. Teneur en tannins

L’ analyse des résultats de la teneur en tannins consignés dans le tableau IX indique que le
chauffage aux micro-ondes pendant 3 minutes est plus efficace pour |’ extraction des tannins

(3,208 mg EAT/g PS en moyenne) que lamacération (2,289 mg EAT/g PS en moyenne).

Quel que soit la procédure d' extraction, I’ éhanol enregistre les teneurs les plus élevées en
tannins (3,210 mg EAT/g PS en moyenne) suivi par le méthanol et | acétone avec des valeurs

proches de 2,137 et 2,068 mg EAT/g PS en moyenne, respectivement.

Nous remarquons gque les moyennes obtenues en tannins des extraits des feuilles (3,988 mg
EAT/g PS) sont plus importantes que celles des bulbes (0,957 mg EAT/g PS).
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Tableau 1X : Teneur en tannins d’ Allium triquetrum L. extraits par macération et par micro-

ondes.
Partiedelaplante  Solvant d'extraction Extraits Teneur Tanins(mg EAT/g)
FA 3,661 + 0,16
1,624 + 0,19
FA1
Acétone 2,753+ 0,23
FA2
4,727 £ 0,16
FA3
FE 4,709+ 0,14
4,803 £ 0,22
8 FE1
% Ethanol 4,969 £ 0,19
2 FE2
6,791+ 0,21
FE3
FM 2,611+0,14
3,093+ 0,18
FM1
Meéthanol 3,947+ 0,11
FM2
4,175+ 0,17
FM3
BA 1,069 + 0,11
0,872+ 0,11
BA1
Acétone 0,891 + 0,09
BA2
0,949+ 0,10
BA3
BE 1,042 + 0,09
0,906 + 0,11
@ BE1
% Ethanol 1,115+0,14
0 BE2
1,376 = 0,09
BE3
BM 0,643 + 0,07
0,648+ 0,11
BM1
Meéthanol 0,750+ 0,12
BM2
1,235+ 0,10
BM3
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Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’ une plante a une autre,
cela peut étre attribué a plusieurs facteurs :

+ Facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol,
agressions et maladies...etc. (Ebrahimi et al 2008).

+ Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la
plante (Miliauskas et al 2004).

+ Laméthode d extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer
I’ estimation de lateneur des composes phénoliques (Lee et al 2003).
La synthése des comparaisons multiples par paires (test de Tukey) de nos extraits par rapport
aux moyennes estimées des dosages en composés phénoliques est représentée dans I’ annexe
n°4.

De cette partie de notre étude, il ressort que I’ extraction assistée par micro-ondes par I’ acétone
et par |’éthanol sont les meilleures techniques d’ extraction des composés phénoliques. Les
résultats obtenus dévoilent aussi que les feuilles d’ Allium triquetrum L. en renferment des
guantités plus importantes que ses bulbes.

Ainsi, nous pouvons retenir les extraits (FE3, FA3, FA, FE, BA et BE3) pour étudier leurs
activités biologiques a savoir I activité antioxydante et |’ activité antimicrobienne.

3. Activités biologiques des extraits
3.1. Activité antioxydante

Pour estimer |'activité antioxydante des extraits sélectionnés, nous avons adopté trois
méthodes a savoir : I estimation du pouvoir réducteur (PR) qui mesure la capacité des extraits
a réduire les ions méalliques FE™ en FE™; I’évaluation du pouvoir antiradicalaire en
mesurant le pourcentage de neutralisation du radical DPPH" puis I’ estimation du pouvoir de

dégradation du B-caroténe en présence de 1’acide linoléique.

3.1.1. Pouvoir réducteur, FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)

Le PR est la capacité d' un extrait a donner un électron et a réduire le Fer. De nombreux
auteurs considerent la capacité réductrice d’un composé comme indicateur significatif de son
pouvoir antioxydant (Bourgou et al., 2008 ; Karagozler et al., 2008 ; Li et al., 2009).

Les résultats du PR des extraits retenus sont illustrés sur la figure suivante
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Feuilles Bulbes

Figure 15 : Pouvoir réducteur des extraits des feuilles et bulbes d’ Allium triquetrum L.

Nous remarquons, d’ aprés la figure ci-dessus, que tous les extraits ont pu réduire le Fer avec
des variations d’un extrait a un autre. Ces résultats indiquent que I’ absorbance augmente au
fur et a mesure que la concentration en extrait s ééve. Les extraits des feuilles enregistrent les
absorbances les plus élevées a des concentrations moindres par rapport a ceux des bulbes.
Ainsi, les absorbances obtenues pour les extraits des feuilles oscillent de 0,067 et 0,952 pour
des concentrationsde (0,2—-0,5-0,8—-1-1,5- 2 et 2,5 mg/ml), tandis que celles des extraits
des bulbes varient entre 0,022 et 0,662 pour des concentrationsde (1-3-5-7-9-12 et 15
mg/ml).

L’ analyse statistique a révélé une différence significative (p > 0.05) a partir de la quelle nous
avons pu classer les pouvoirs réducteurs des différents extraits selon I’ ordre croissant suivant :
BE3 <BA <FE<FA <FE3<FA3.

Les absorbances des extraits des feuilles varient significativement a partir de 800 pg/ml et

celles des bulbes a partir de 7 mg/ml.

Afin de comparer I’ activité antioxydante des extraits des deux parties de la plante, par cette
méthode, avec le BHA, pris comme standard, nous avons calculé la capacité réductrice CRgs
définie comme étant la concentration nécessaire pour réduire 50 % du Fer. |l savére que
I’antioxydant de référence (BHA) est plus puissant que nos extraits et qui représente une
capacité réductrice de 49,76 pug/ml. La capacité a réduire le Fer est plus importante dans
I"extrait FA3 (CRos = 1,20 mg/ml) suivi par I'extrait FE3 (CRops = 1,42 mg/ml). Les autres
extraits représentent une faible atres faible activité : FE, FA, BA et BE3 qui ont des capacités
réductricesde 1,76 — 1,92 — 11,13 et 11.92 mg/ml, respectivement.
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3.1.2. Test au DPPH

Letest au DPPH est souvent utilisé pour la rapidité des résultats comme il est employé pour le
criblage des molécules douées d’ activité antioxydante des extraits veégétaux (Yi et al., 2008).

Les résultats de ce test des différents extraits, exprimés en pourcentage, sont illustrés sur la
figue 16.

Figure 16 : Pourcentages d’ inhibition du radical libre DPPH-en fonction des différentes concentrations

des extraits d’ Allium triquetrum L.

Les courbes tracées montrent que le pourcentage de I’ activité antiradicalaire est proportionnel
a la concentration des extraits. Cela a été vérifié par plusieurs auteurs tels que Wang et al.

(2007) et Demirtas et al. (2013), ayant travaillé sur des espéces du genre Allium.

Au seuil de signification a = 0,05, nous avons remarqué une différence significative entre les
extraits des feuilles a partir de 200 pg/ml et a partir de 500 pg/ml pour ceux des bulbes. Les
extraits FA3 et BA ont enregistré les meilleurs taux d'inhibition du radical DPPH.

Lavaleur | Cg, représente la concentration d’ inhibiteur (antioxydant) nécessaire pour diminuer

50% du taux des radicaux libres.

La figure 17 regroupe les valeurs d'ICsp de nos extraits et celle du BHA pris comme

antioxydant de référence.

D’ aprés le classement croissant des différentes valeurs d'I1Cs (figure 17), on constate que le
BHA a un pouvoir antioxydant supérieur a celui des extraits; les extraits phénoliques des

bulbes ont |e pouvoir antioxydant e moins important.
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________________________________________________________

Figure 17: Classement croissant des extraits avec le standard (BHA) selon leur IC50
(Test de DPPH).

En se basant sur les résultats obtenus et I’ anal yse statistique ((p > 0.05), nous pouvons classer

|’ effet antiradicalaire selon I’ ordre décroissant suivant : BHA > FA3 > FA > FE3 > FE > BA

> BES.

3.1.3. Blanchissement du B-caroténe

Le changement d’absorbance a différents intervalles de temps (figure 18) du B-caroténe nous

montre que parmi tous les extraits testés, | extrait FA3 semble étre le meilleur inhibiteur de

I’ oxydation de |’ acide linol éique.

08 Feuilles
e
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% 0,4 —A—FE3
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0,0 —e—BHA
0 20 40 60

Temps (h)

Absorbance a 490 nm

0,8 Bulbes

0,6 ——BE3
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Figure 18 : Cinétique de décoloration du B-caroténe d’extraits des feuilles et bulbes d’Allium triquetrum L.
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Nous constatons, d'aprés les résultats illustrés sur la figure 19, que tous les extraits
phénoliques testés ont inhibé significativement (p < 0,05) I'oxydation couplée de I’ acide

linoléique et du B-caroténe par rapport au contréle négatif.

60 - a_ mFA
_g BFA3
©
o B FE3
2 40 - mFE
8 = BE3
<
3 EBA
g o - = Controle (-)
9
=
©
<

0

Figure 19 : Activité antioxydante relative d’ extraits des feuilles et bulbes d’ Allium triquetrum L.

(Les lettres différentes indiquent des activités significativement différentes (p < 0.05)).

L’inhibition la plus élevée a été notée par I’ extrait FA3 (55,23%) suivi par FA (32,67%) et
FE3 (30,47%) puis en dernier par I’ extrait FE (26,40%). Pour les extraits obtenus a partir des
bulbes, I’extrait BA enregistre |’ activité antioxydante relative plus importante par rapport a
I’ extrait BE3 (29,81% contre 25,41%) ; ce dernier correspond al’ extrait le moins actif.

Malgré cette inhibition I activité de nos extraits reste significativement inférieure par rapport

au contréle positif (BHA).

Selon Liyana-Pathriana et Shahidi (2006), un extrait qui inhibe ou retarde le blanchissement
du B-carotene peut étre décrit comme un piégeur de radicaux libres et comme un antioxydant

primaire.

=+ Nous avons essayé de trouver une corrélation linéaire entre les teneurs en composés
phénoliques et |’activité antioxydante (PR et DPPH) des différents extraits étudiés; les

graphes avec les coefficients de corrélation ainsi obtenus sont représentés sur lafigure 20.
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La corréation entre lateneur des extraits d’ Allium triquetrum L. en flavonoides avec I’ activité
antioxydante est fortement significative (R* = 0,978 et R?> = 0,956 pour les tests du PR et
DPPH, respectivement) et méme plus importante que celle avec les teneurs en phénols totaux
(R* = 0,909 et R? = 0,877 pour les tests du PR et DPPH, respectivement). D’ autre part, on
remarque qu'il y’'a une bonne corrélation entre les teneurs en tanins et les deux tests de
I'activité antioxydante (R* = 0,773 et R?® = 0,648 pour les tests du PR et DPPH,
respectivement). Ceci pourrait étre expliqué par la présence des molécules actives
responsables de I’ effet antioxydant et qui appartiennent alafamille des flavonoides mais aussi
aux acides phénols. Ces résultats sont confirmés par certain groupes de recherche, qui ont
rapporté une telle corrélation positive entre le contenu en flavonoides et/ou phénols totaux et
I’ activité antioxydante (Djeridane et al., 2006 ; Abdel-Hameed, 2009 ; Ksouri et al., 2009).
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Figure 20 : Courbes de corrélation établies entre les tests de I’ activité antioxydantes (PR, test du DPPH) et les
composés phénoliques des différents extraits.
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3.2. Activité antibactérienne

Pour I'évaluation du potentiel antibactérien de nos extraits, nous les avons testé vis-a-vis de
deux bactéries Gram positif (Bacillus subtilis, Saphylococcus aureus) et deux autres a Gram
négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) ; et nous avons opté pour la méthode de

diffusion sur gél ose (méthode des disques).

Au regard des résultats obtenus (figure 21), nous avons observeé que les extraits n’ont inhibé la
croissance d’ aucune souche bactérienne a une charge de 750 pg/disque (a la concentration de
75 mg/ml). Par contre, nous avons constaté une activité antibactérienne modérée des extraits
acétoniques des feuilles (FA3, FA) ala charge de 1000 pg/disgue (a la concentration de 100
mg/ml) ; cet effet antibactérien a été exercé sur Escherichia coli et Saphylococcus aureus
avec des zones d’inhibition respectives de 9 et 8 mm pour |’ extrait FA3 et de 8 et 7,5 mm

pour I’ extrait FA.

Il a été rapporté par Ngjjaa et al. (2007), que les extraits de chloroforme et de I’ éther de
pétrole d’ Allium roseum ont inhibé la croissance de Saphylococcus aureus avec une zone
d’inhibition de 11mm (100 pg/disque) supérieure a celle que nous avons trouvé ; ces auteurs
n’ont révélé aucune activité vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa et de Escherichia coli. En
revanche, les travaux de Dziri et al. (2012) sur des extraits méthanoliques de cette méme
espéce (Allium roseum) n’ont enregistré aucun effet antibactérien al’ égard des quatre souches
gue nous avons testées. Les sources de variations des résultats peuvent provenir de la
procédure d extraction, I’ origine de la plante et |a concentration de I'inoculum (Dziri et al.,
2012). Selon Nagjjaa et al. (2007), ce mangue d’ activité pourrait ére di a I’ absence d’adlicine
ou a sa conversion en dautres formes n'ayant pas ou ayant une fable activité

antimicrobienne.

D’ autres part, I'inefficacité de I’ activité antimicrobienne des espéces d’ Allium est |égérement

dépendante des solvants d’ extraction utilisés (Kyu, 2012).
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1:FA,2:FA3,3:FE3,4:FE,5: BA, 6: BE3, 7: eaudistillée; B : Bacillus subtilis,
E : Escherichia coli, P : Pseudomonas aeruginosa, S : Staphylococcus aur eus.

Figure 21 : Activité antibactérienne des extraits d’ Allium triquetrum L. sur la croissance des souches testées.
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4. Activité antioxydante de I’ extrait phénolique appliqué sur la sardine

Compte tenu des résultats des activités biologiques obtenus, I’ extrait FAz a été retenu en vue
de son application sur la sardine commune.

La teneur en malondialdéhyde (MDA), issu de la dégradation des matieres grasse de la
sardine, a éé déterminée en utilisant I’ acide thiobarbiturique (TBA).

L’accumulation du MDA a été suivie durant 10 jours de conservation de la sardine a 6°C,

avec ou sans |’ extrait phénolique (FA3).

Lafigure 22 nous montre clairement que I’ accumulation de MDA varie selon la concentration

en extrait et le temps de conservation.

7 -

6 - T Cl0 C25 C50 L
5% % —
42—‘ g 4 T o — ]
&=
TS 2 -
% c 3

c

g~ 2 -

1 u

0

J1 J4 J7 J10
Période de conservation (Jr)

Figure 22 : Effet antioxydant de |’ extrait phénolique appliqué sur la sardine durant le stockage.

En effet, les niveaux d oxydation des échantillons témoins sont relativement élevés par

rapport a ceux traités par I’ extrait phénolique (FA3).

L’analyse statistique a révélé une différence significative a partir du 7°™ jour, ol I effet
protecteur antioxydant de I’ extrait phénolique est plus marqué par comparaison au témoin et

cet extrait ala concentration de 10 mg/ml.
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Par cela, nous pouvons récapituler que I’ extrait acétonique des feuilles d’ Allium triquetrum L.
(FA3) présente des propriétés antioxydantes permettant la préservation de la sardine de la

peroxydation lipidique.
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Conclusion

Dans cette présente étude, la méthode d affrontement par les solvants appliquée dans

I’ extraction des polyphénols d’ Allium triquetrum L. indique que :

# L’ extraction assistée par micro-onde par |’ acétone et par I’ é&hanol sont meilleures que
I’ extraction conventionnelle ;
# Les feuilles renferment des quantités en composés phénoliques plus importantes que

les bulbes.

L’ évaluation de I’ effet antioxydant des extraits phénoliques par les trois méthodes (Pouvoir
réducteur, test au DPPH" et le blanchiment du B-caroténe) a confirmé que les extraits des
feuilles possedent des propriétés plus puissantes que celles d extraits des bulbes. L’ extrait

acétonique des feuilles obtenu par micro-ondes (FA3) S est avéré le plus puissant.

Les résultats obtenus de I’ éude de I’ activité antibactérienne ont révélé que seuls les deux
extraits acétoniques des feuilles (FA3 et FA) ont exercé une faible activité a |’encontre
d’ Escherichia coli (ATCC25922) et Saphylococcus aureus (ATCC43300). En revanche, les
bactéries Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) et Bacillus subtilis (ATCC6633) ont

manifesté une résistance al’ égard de tous les extraits testés.

Quant aux résultats de I’ application des polyphénols sur la sardine, test des TBARS, |’ extrait

acétonique FA3 arévél é un pouvoir antioxydant intéressant.

Nous pouvons conclure gque cet extrait semble étre plus approprié comme agent antioxydant

dans |la préservation de la sardine.

A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant de mener une étude des polyphénols des
autres parties (tige et fleurs) de cette plante spontanée alimentaire en vue d'identifier |’ espece
chimique responsable de ses activités. Un essai d’ extraction de ces substances bioactives de
cette plante &I’ éat frais serait plus intéressant.

Une étude plus poussée de I'activité antimicrobienne vis-a-vis des moisissures peut étre

envisagee. Cette étude antifongique devrait étre confirmeée par un suivi in Vivo.

Il serait également important de pouvoir substituer les antioxydants utilisés dans les conserves
par ces polyphénols et d effectuer un test de stabilité pour pouvoir confirmer la valorisation

d’ Allium triquetrum L. comme plante antioxydante.
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Annexe 1

Les principales classes de composés phénoliques (Macheix et al., 2006).



Annexe 2

Structures chimiques des flavonoides

Flavonols R

Flavones

R=H : kaempférol
R=0H : quercétine

Flavanones R

R=H : naringénine

R=0H : eriodictyol

Flavanols

R=H:

catéchine, épicatéchine
E=0H:

gallocatéchine

R=H : apigénine
R=0H : lutéoline

Isoflavones
R=H : daidzéine

HO .
o R=0H : génistéine

OH

E=H : procyanidine
R=0H : prodelphinidine OH

Anthocyanes

HO

OH

R =F,=H : pélargonidine
R=0H. R,=H : ¢cyanidine
R,=R,=0H : delphinidine



Annexe 3

Les courbes d’ éalonnage pour le dosage des composes phénoliques.
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Annexe 4

Préparation des solutions pour |le dosage des tannins

e Ungramme (1 g) de BSA dansun litre (1 L) de tampon acétate
Acide acétique: 0,20 M
Tampon acétateapH =5 Chlorure de sodium: 0,17 M
pH gustéas

e Pour la solution SDS/TEA : Mettre 50 ml de TEA et 10g de SDS dans une fiole de
1000 ; gjuster au trait de jaugé avec |’ eau distillée en agitation continue (pour éviter d’avoir

des bulles de détergent qui vont fausser I’ gjustement).



Annexe 5

Syntheése des compar aisons multiples par paires (test de Tukey)

Test de Tukey pour les moyennes obtenues en polyphénolstotaux (PPT)

Extrait | Moyenne PPT Groupes
FE3 17.656
FE 16.976 B
FE2 16.950 B
FM 16.811 B
FA3 16.587
FA2 16.377
FAl 15.999
FM3 15.688 E
FE1 15.601 E|F
FM2 15.450 F
FM1 15.409 F
FA 14.512
BA 4.153 H
BE3 4.038 H | |
BE 3.926 I
BE2 3.762
BE1 3.580
BM 3.114
BM3 2.687 M
BA3 2.554 M
BA2 2.493 M
BM2 2474 M
BA1l 2427 N
BM1 2.387 O




Test de Tukey pour les moyennes obtenues en flavonoides (Fv)

Annexe 5

Extrait | Moyenne Fv Groupes
FA3 16.127
FE3 15.789
FA2 15.014
FAl 14.897
FA 14.721
FE2 14.653
FE1 14.555
FE 13.637
FM 13.215 H
FM3 13.098 I
FM2 13.086 |
FM1 12.988
BE3 2.958 K
BA 2.871 K
BE2 1.699 L
BA3 1.691 L
BE 1.662 L
BA2 1.615 M
BA1l 1.558 M
BE1 1.524 M
BM 0.614 N
BM3 0.494 O
BM2 0.415 O|P
BM1 0.381 P




Annexe 5

Test de Tukey pour les moyennes obtenues en flavonols (FI).

Extrait | MoyenneFl Groupes
FA3 16.030 A
FE3 15.245 B
FA2 14.945 B|C
FAl 14.718 C
FA 14.646 C|D
FE1 14.354 D
FE2 14.060 D
FE 12.921 E
FM3 12.125 E|F
FM2 11.488 F
FM1 11.120 G
FM 10.841 H
BA 2.180 I
BE3 2.032 J
BE2 1.385 K
BA3 1.178 L
BE 1.164 L
BA2 1.090 LM
BA1l 1.056 M
BM3 0.431 N
BM 0.416 N
BM2 0.364 N
BE1 0.260 N
BM1 0.241 N




Annexe 5

Test de Tukey pour les moyennes obtenues en tannins (T).

Extrait | MoyenneT Groupes

FE3 6.791 A

FE2 4.969 B

FE1 4.803 B|C

FA3 4.727 C

FE 4.709 C

FM3 4.175 D

FM2 3.947 E

FA 3.661 F

FM1 3.093 G

FA2 2.753 H

FM 2.611 H

FAl 1.624 I

BE3 1.376 J

BM3 1.235 J | K

BE2 1.115 KI|L

BA 1.069 K|IL| M

BE 1.042 KL M

BA3 0.949 L|M|N
BE1 0.906 L|M|N
BA2 0.891 M | N
BA1 0.872 M | N
BM2 0.75 N|O
BM1 0.648 O
BM 0.643 O




Annexe 6

Composition des milieux préparés

Gélose nutritive
Peptone............ccoevviiinnnns 10g
Extrait deviande................ 59
Chlorure de sodium............. 59
Agar....ooooiiii 15¢g

pH=7,2

Bouillon nutritif
Peptone.........ccooiiiiiiii, 109
Extraitdeviande....................... 50
Chlorure desodium.................... 590
pH=7,2
Eau physiologique

Chlorure de sodium............. 9d/l

Répartir dans les tubes a essais, les mettre dans un autoclave pendant 20 minutes a 120°C.
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Glossaire

Actinomor phe : Symétrie axiale des pieces d’ une fleur (sépales, pétal es, éamines).
Analgésique : Qui calme ou atténue les douleurs.
Androcée : Organes maes de lafleur (étamines, anthéres).

Angiosperme: Sous-embranchements groupant les plantes dont les ovules sont enfermés
dans un ovaire clos (dans un fruit). En principe il englobe les plantes a fleurs, excepté les

coniféres.

Anthére: Partie terminae de I’ &amine qui renferme le pollen.

Anthese : La période pendant laquelle une fleur est complétement ouverte et fonctionnelle.
Anti-carcinogéne : Anti-cancérigene.

Antispasmodique : Qui agit contre les spasmes, les convulsions, les crampes...

Athérome: Dépdt lipidique jaune, qui se forme sur les parois internes des artéres et qui se

cacifier ou s ulcérer.

Bactéricide: Qualificatif attribué aux antibiotiques qui agissent sur les bactéries en les

détruisant.

Bactériostatique : Agent qui inhibe la croissance et la reproduction des bactéries sans les
détruire.

Barochore: Par gravité, a proximité de la plante mére.

Bractée = Spathe : Petite feuille qui recouvre la fleur avant son développement, située a la
base du pédoncule floral.

Caduc : Sedit desfeuilles qui tombent chaque année.

Chasmogamie : Comportement d'une fleur qui souvre au moment ou sopére la pollinisation,
rendant ainsi possible |a fécondation croisée.

Friches: Terrains non cultiveés.

Hydroxyproline: Acide aminé jouant un role déterminant dans la résistance mécanique du
tissu conjonctif.



Glossaire

I nflorescence : Ensemble de fleurs groupées en capitule, en épi, en ombelle, en grappe ...
Monocotylédones : Plantes dont lagraine n”aqu’ un seul cotylédon.

Phytoalexines : Substances de défense que les plantes vertes synthétisent en grande quantité

pour lutter contre une infection causée par des champignons ou des bactéries.

Pistil : Organe femelle de la fleur (gynécée), constitué d’un ou de plusieurs carpelles, et

comprenant I’ ovaire, le style et le stigmate.

Poisseuse : Gluante, collante.

Provitamine : Précurseur d’ une vitamine qui se transforme en vitamine dans |’ organisme.
Spathe : Bractée enveloppant une inflorescence ou parfois une simple fleur.

Supere: L’ovaire est placé au dessus des pétales, sépales et étamines.

Symbiose: Association biologique, durable et réciproquement profitable, entre deux

organismes vivants.
Tééostéens : Superordre de poisson osseux dont le squel ette est complet.

Tépale: Une piéce florale externe et interne du périanthe, dont on ne peut pas dire sil sagit
de pétale ou de sépale, lorsgue les deux ont la méme apparence. L'ensemble des tépales d'une

fleur est appelé périgone.
Thrombose : Formation d’un caillot dans un vaisseau sanguin.

Voie végétative : Multiplication asexuée, comme bouturage (bouture) et marcottage (racines).

“Axe flaral
gm{ﬂm ; [
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Résumé

+ Ce travail vise a la vaorisation d Allium triquetrum L. par la quantification de ses
composés phénoliques ainsi que I'éude de leurs effets antioxydant et antimicrobien. Le
meilleur extrait phénolique a été retenu et appliqué sur la sardine commune pour prévenir,
ainsi, sa dégradation.

4 L’ extraction des polyphénols des feuilles et des bulbes a été effectuée par une méthode
conventionnelle (macération) et une autre innovante (micro-ondes), en utilisant trois systemes
de solvants a 70% (acétone, éhanol, méthanol). Nous avons constaté que les échantillons
irradiés pendant trois minutes ont donné les meilleurs rendements.

+ A des fins comparatives sont quantifiés les polyphénols totaux, les flavonoides et les
tannins des différents extraits. Il s'est avéré que les feuilles en renferment des quantités plus
importantes que les bulbes. De méme, I’ extraction assistée par micro-ondes, en utilisant
I’ acétone et I é&hanol, était la meilleure procédure d’ extraction de ces composés bioactifs.

+ L’activité antioxydante des extraits retenus (FA, FA3, FE, FE3, BA, BE3) a été
évauée par trois méhodes: la méhode FRAP, la méthode au DPPH et celle du
blanchissement du B-caroténe. Les résultats ont prouvé que les extraits des feuilles exercent
un effet antioxydant notable par rapport a ceux des bulbes. L’extrait FA3 semble étre le
meilleur mais moins puissant que le BHA, pris comme standard.

Une corrélation entre la teneur de ces extraits en flavonoides et I’ activité antioxydante est
fortement significative (R*> > 0.95; p < 0.05) et méme plus significative que celle obtenue
avec les phénols totaux et lestannins.

+ Le potentiel antibactérien de ces extraits (FA, FA3, FE, FE3, BA, BE3) a été testé par
la méthode de diffusion sur milieu gélose; visavis de Bacillus subtilis ATCC6633,
Saphylococcus aureus ATCCA43300, Escherichia coli ATCC25922 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC27853. Une activité antibactérienne modérée des extraits acétoniques des
feuilles, vis-a-vis de Escherichia coli et Saphylococcus aureus a été notée ; a une charge de
1000 pg/disque.

+ Pour tester |’ efficacité de I’ extrait FA3, nous |’ avons appliqué sur la sardine (Sardina
pilchardus) a des concentrations de 10, 25 et 50 mg/ml durant 10 jours de conservation a6°C,
en utilisant la méthode des TBARS. Les résultats ont montré que cet extrait a
significativement réduit |’ oxydation des lipides de la sardine.

Mots clés: Alliumtriquetrum L., activité antioxydante, activité antimicrobienne, polyphénols,
Sardina pichardus.



Abstract :

+ This work aims at the valorization of Allium triguetrum L. by quantification of its
phenolic compounds to study their antioxidant and antibacterial effects. The best phenolic
extract was tested to prevent sardine deterioration.

+ The extraction of polyphénols from leaves and bulbs was carried out by a conventional
method (maceration) and the innovative one (microwave), using three solvent systems
(acetone, ethanol, methanol) at 70%. We found that samples irradiated for three minutes gave
the best yields.

+ For comparative purposes, total phenalics, flavonoids and tannins are quantified from
the different extracts. It found that leaves content is higher than that of bulbs. Extraction
assisted by microwave, using acetone and ethanol, was best procedure of extraction of these
bi oactive compounds.

4+ The antioxidant activity of selected extracts (FA, FAS3, FE, FE3, BA, BE3) was
evaluated by the means of three methods: FRAP method, DPPH essay and the B-carotene
bleaching method. Results displayed that leaves extracts exercise notable antioxydant effect
than the bulbs ones. The extract FA3 appears the best but less powerful than BHA which is
used as standard.

A correlation between these extracts content’s of flavonoids and antioxidant was highly
significant (R* > 0.95; p < 0.05) and even more significant than that obtained with total
phenols and tannins.

4+ Antibacterial potential of these extracts (FA, FA3, FE, FE3, BA, BE3) was tested by
the Agar-well diffusion method against Bacillus subtilis ATCC6633, Staphylococcus aureus
ATCC43300, Escherichia coli ATCC25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC27853. A
moderate antibacterial activity of acetone extracts of leaves against Escherichia coli and
Saphylococcus aureus was noted with aload of 1000 pg/disk.

+ The extract FA3 has been tested for its efficacy upon sardine with a concentration of
10, 25 and 50 mg/ml during 10 days of conservation at 6°C, using the TBARS method. The
results showed that this extract reduce significantly the oxidation of sardine slipids.

Keywords. Allium triquetrum L., antioxidant activity, antimicrobial activity, polyphenols,
Sardina pichardus.
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