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Résumeé

Cette étude vise a examiner les effets de la micro encapsulation en utilisant des cellules de
levure (intactes et plasmolysées) sur les concentrations de polyphénols totaux, de flavonoides, de
tanins et l'activité antioxydante de l'arbousier (Arbutus unedo L.). Les concentrations de
polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins ont été mesurées a laide de méthodes
spectrophotométriques. Une analyse FTIR a été réalisee pour étudier I'interaction moléculaire entre
la levure et les composeés phénoliques. L'activité antioxydante a été évaluée en utilisant les
méthodes DPPH et ABTS. Les résultats indiquent une diminution des concentrations de
polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins dans les extraits encapsulés par rapport aux extraits
non encapsulés. L'efficacité de I'encapsulation était plus élevée pour les polyphénols totaux et les
tanins dans les extraits encapsulés avec des levures plasmolysées par rapport aux levures intactes.
Cependant, pour les flavonoides, I'efficacité d'encapsulation était supérieure dans les extraits
encapsulés avec des levures intactes. L'analyse FTIR confirme une interaction entre la levure et les
composés phénoliques. En ce qui concerne l'activité antioxydante, I'extrait encapsulé avec des
levures intactes a montré une augmentation de l'activité antioxydante mesurée par la méthode
DPPH, avec un faible taux d'IC50. En revanche, I'extrait encapsulé avec des levures intactes et
plasmolysées a montré une augmentation de l'activité antioxydante mesurée par la méthode ABTS.
Mots clés : Arbousier (Arbutus unedo L.), micro encapsulation, levure, composés phénoliques,

activité antioxydante.
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Abstract

This study aims to examine the effects of microencapsulation using yeast cells (intact and
plasmolysed) on the concentrations of total polyphenols, flavonoids, tannins, and antioxidant
activity of strawberry tree (Arbutus unedo L.). The concentrations of total polyphenols, flavonoids,
and tannins were measured using spectrophotometric methods. FTIR analysis was conducted to
study the molecular interaction between yeast and phenolic compounds. Antioxidant activity was
evaluated using DPPH and ABTS methods. The results indicate a decrease in the concentrations of
total polyphenols, flavonoids, and tannins in the encapsulated extracts compared to non-
encapsulated extracts. The encapsulation efficiency was higher for total polyphenols and tannins in
the extracts encapsulated with plasmolysed yeast compared to intact yeast. However, for flavonoids,
the encapsulation efficiency was higher in the extracts encapsulated with intact yeast. FTIR analysis
confirms an interaction between yeast and phenolic compounds. Regarding antioxidant activity, the
extract encapsulated with intact yeast showed an increase in antioxidant activity measured by the
DPPH method, with a low IC50 value. On the other hand, the extract encapsulated with both intact

and plasmolysed yeast showed an increase in antioxidant activity measured by the ABTS method.

Keywords: Strawberry tree (Arbutus unedo L.), microencapsulation, yeast, phenolic compounds,

antioxidant activity.
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Introduction

Les plantes médicinales sont depuis longtemps utilisées dans diverses traditions
thérapeutiques a travers le monde (Jamshidi et al., 2018). Leurs propriétés bénéfiques pour la santé
humaine sont souvent attribuées a la présence de composés phytochimiques, tels que les
polyphénols. Ces molécules bioactives sont reconnues pour leur potentiel antioxydant (Yan et al.,
2020) qui contribue a la prévention des maladies chroniques (Chaker, 2021), telles que les maladies

cardiovasculaires (Manallah, 2012), le cancer et le vieillissement prématuré (Zhou et al., 2016).

L'un des exemples de plante riche en antioxydants est I'arbousier (Arbutus unedo L), un fruit
sauvage largement répandu dans les régions mediterranéennes. L'arbousier a été choisi comme
modele de plante médicinale en raison de sa richesse en polyphénols, qui lui confére des propriétés
potentiellement bénéfiques pour la santé. Les polyphénols sont une classe de composés chimiques
présents dans de nombreuses plantes. Leur structure chimique variée leur permet d'agir comme des
antioxydants, en neutralisant les radicaux libres responsables du stress oxydatif dans I'organisme
(Sinha, 2019). Le stress oxydatif est associé a de nombreux problémes de santé, notamment les

maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives et le vieillissement prématuré.

Cependant, malgré les nombreux avantages des polyphénols, leur utilisation pratique peut étre
limitée en raison de leur instabilité et de leur faible biodisponibilité (Beikzadeh, 2019). C'est la que
I'encapsulation des polyphénols entre en jeu. L'encapsulation est un processus qui consiste a
enfermer les composeés actifs dans des particules protectrices afin de les isoler de I'environnement
extérieur et de prolonger leur stabilité (Sultana, 2017). Différentes méthodes ont été utilisées pour
I'encapsulation, parmi lesquelles les plus fréquemment employées sont : le séchage par
pulvérisation, qui permet de transformer un liquide en poudre en utilisant un processus de séchage a
chaud (Magsoudlou, 2020) ; I'émulsion, qui permet de disperser des composés de deux liquides non
miscibles (Gharehbeglou et al., 2019) ; et la lyophilisation, qui consiste a congeler le produit, puis a
le placer sous vide tout en le chauffant doucement (Wilkowska et al., 2016). En outre, d'autres
techniques d'encapsulation incluent la coacervation, les liposomes, I'inclusion, la co-cristallisation,

les nanoparticules, ainsi que I'encapsulation a I'intérieur des cellules de levure.

L'encapsulation des polyphénols dans les levures présente plusieurs avantages. Tout d'abord,
elle permet de protéger les polyphénols de la dégradation causée par les conditions
environnementales défavorables, telles que la lumiere, I'oxygene et la chaleur (Pereyra, 2018). Les
levures offrent une barriere physique qui préserve l'intégrité des polyphénols, assurant ainsi leur

stabilité et leur activité biologique (Magsoudlou et al., 2020). Cette encapsulation constitue une

1
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méthode prometteuse pour améliorer la disponibilité et I'efficacité des polyphénols dans le cadre de
leur utilisation en tant qu'agents thérapeutiques ou compléments alimentaires. De plus, les levures
peuvent étre utilisées comme vecteurs pour délivrer les polyphénols de maniére ciblée dans
I'organisme, ce qui augmente leur biodisponibilité et leur capacité & atteindre les tissus ou organes
specifiques nécessitant un traitement (Pereyra, 2018).

Dans ce contexte, l'objectif de ce travail est d'étudier l'effet de I'encapsulation dans des
cellules de levure Saccharomyces cerevisiae (intactes et plasmolysées) sur la teneur en composés

phénoliques et I'activité antioxydante de I'arbousier Arbutus unedo L.
Le mémoire présenté se compose de deux parties distinctes.

Dans la premiére partie, nous avons abordé plusieurs aspects généraux concernant la plante

médicinale Arbutus unedo L.

De plus, nous avons réalisé une étude bibliographique approfondie sur les polyphénols et

exploré l'effet de leur encapsulation dans des cellules de levure.

La seconde partie est dédiée a la description de la partie expérimentale, incluant le matériel
utilisé ainsi que les méthodes mises en ceuvre. Nous avons également présenté les techniques de
dosage des composés phénoliques et d'évaluation de l'activité antioxydante. Les résultats obtenus

ont été analysés et discutés en détail.
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Chapitre 1 Arbousier ‘Arbutus unedo L’

1. Description botanique de la plante

1.1. Origine

Arbutus est le nom latin designant I'arbousier, un arbre dont le nom dérive potentiellement du
terme latin "Arbor", signifiant arbre, ou du terme celtique "arbois", qui fait référence a un fruit
rugueux, en lien avec la texture de l'arbouse. Des traces de consommation d'arbouses par des
populations préhistoriques ont été découvertes dans I'Hérault, pres du village d'Argelliers, sur un
site néolithique daté d'environ 2800 avant notre ere. Lors des fouilles menées sur les vestiges d'une
ancienne maison en pierres séches ayant br(lé a cette époque lointaine, des restes d'arbouses ont été
identifiés parmi les découvertes. De nos jours, ces petits fruits demeurent un complément

alimentaire abondant et facile a récolter (Alexandre et al. 2018).

1.2. Définition
L'arbousier ou l'arbre aux fraises, également appelé Arbutus unedo L (figure 1), est un arbuste
sauvage qui pousse dans les régions méditerranéennes. En Algérie, il est connu sous le nom de
"Lendj" en arabe et "Assisnou" en berbére. Il fait partie de la famille des Ericaceae, qui comprend
environ 80 genres et plus de 2000 especes. Il est largement répandu en raison de sa tolérance a la
sécheresse et de sa capacité a se régénérer et a recoloniser les foréts incendiées (Doukani et Tabak,
2015).

Figure 1: Les fruits de I’arbousier Arbutus unedo L (photo originale, 2023).

1.3. Description et caractéristique
L'arbousier est une plante ornementale précieuse, touffue, mesurant de 1,5 a 3 métres de
hauteur (figure 2.A), bien qu'il puisse parfois atteindre 9 a 12 metres de hauteur (Tutin et al., 1981 ;

Seidemann, 1995). Il est capable de pousser sur des sols alcalins et relativement acides, avec un pH
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compris entre 5 et 7,2 (Krussmann, 1982). En ce qui concerne ses parties, nous pouvons
mentionner:

Les fruits :

Les fruits de l'arbousier sont remarquables, globuleux (figure 2.C) et prennent une teinte
orange-rouge a maturité, atteignant un diametre pouvant aller jusqu'a 2 cm (figure 2.B). lls se
distinguent par un rapport sucre/acide excessif et une teneur élevée en acides phénoliques non
volatils et en composés terpénoides (Ayaz et al., 2000 ; Alarco et al., 2001). De plus, ils sont riches

en éléments minéraux et en vitamine C (Baytop, 1984 ; Alarco et al., 2001).

Les feuilles :

Les feuilles de I'arbousier sont simples, de forme oblongue, d'une couleur vert foncé (figure
2.D). Elles sont coriaces, a court pétiole et dentées, disposées de maniere alternée. De plus, ces
feuilles présentent une forte activité antioxydante (Pabug et al., 2003).

La fleur :
C'est une grappe de petites lanternes de couleur créme, blanche et rosée en automne (figure
2.D).
Cette plante contribue a maintenir la diversité de la faune, prévient I'érosion des sols, se
régénére rapidement apres les incendies et pousse dans des sols pauvres (Gomes et Canhoto, 2009).
De plus, elle peut étre utilisée pour la phytoremédiation, notamment contre la contamination par

I'arsenic (Moreno et al., 2008).

Figure 2: Arbutus unedo : arbre(A) ;fruits mars (B) et non mirs (C) ;fleurs et feuilles (D) (Oliveira,
2010).

4
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2. Classification
Classification taxonomique d'4.unedo (Mendes, 2010).
Régne : Plantae
Embranchement : Spermatophyta
Sous-embranchement : Angiospermae
Classe : Magnoliophyta
Sous-classe : Dilleniideae
Ordre : Ericales
Famille : Ericaceae
Sous-famille : Arbutoideae
Genre : Arbutus

Espece : Arbutus unedo L.

3. Distribution géographique

L'arbousier, Arbutus unedo L, est un arbuste persistant qui présente une distribution
circummeéditerranéenne (figure 3). On le trouve en Europe occidentale, centrale et méridionale,
ainsi qu'en Afrique du Nord, notamment en Algérie et en Tunisie (& I'exclusion de I'Egypte et de la
Libye). Il est également présent dans les iles Canaries et dans l'ouest de I'Asie, 1a ou les gelées ne
sont pas trés courantes et ou la sécheresse estivale n'est pas trés intense (Torres et al., 2002 ;
Kim,2012).

[l Native range.
¥ Isolated population
Introduced and naturakized

Figure 3 : Distribution d”'Arbutus unedo en Europe et en Afrique du Nord (Caudullo et al., 2017).
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4. Composition chimique
Une composition chimique distincte a été établie pour les différentes parties de I'Arbutus
unedo L. Les analyses physico-chimiques effectuées par plusieurs auteurs ont montré I'existence de

plusieurs espéces chimiques dans les fruits, les feuilles et les racines (Kechkar, 2008).

4.1. Les composés phénoliques
Il est largement reconnu que de nombreuses plantes, notamment I'arbousier, sont riches en
composés phénoliques (Tableau 1) et présentent une forte activité antioxydante in vitro. Cela
suggere qu'elles pourraient avoir des effets thérapeutiques sur diverses pathologies chez les humains

et les animaux (Morgado et al., 2018).

Tableau 1: Les différents composés phénoliques présentent dans I'arbousier.

Partie de la plante Composés phénoliques Référence

e Tanins
e Flavonoides
(catéchinegallate,myricétine, rutine,
afzéline,juglanine,avicularine). (Legssyeretal.,2004 :
Feuille * Glycosides d’iridoides Carcacheetal.,2006 ;
e Glycosidesphénolique(quercitrine
Jisoquercitrinhyproside) Males et al., 2006 ).
e L’arbutine
e La gallate d’ethyle
e Le catéchine

e Les acides phénoliques
e Les flavonoides

e Les anthocyanines

e Les tanins catéchiques
e Lestanins galliques et al.,2021).

(Miguel et al., 2014 ; Haouari

Fruit i
e Les coumarines
e Lesquinones
e Les anthraquinones
e Anthocyanines
e Flavonoides

Racine e Quinones

e Anthraquinones (Dib et al.,2013 )
e Tanins
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4.2. Autres composés

L'arbousier renferme une diversité de composes chimiques essentiels (tableau 2) qui
contribuent a la composition nutritionnelle et aux propriétés biologiques des fruits et qui peuvent
influencer leur godt, leur texture et leur valeur nutritive. Une analyse de la composition de I'Arbutus
unedo a révélé une teneur élevée en différents types de glucides tels que les monosaccharides
(fructose et glucose) et les disaccharides (saccharose). Les protéines constituent le deuxieme
macronutriment le plus important. L'arbousier est également une excellente source de mineraux,
notamment de potassium et de calcium (Ayaz et al., 2000 ; Ozcan et Haciseferogullar, 2007 ;
Barros et al., 2009), ainsi que de glucides, qui fournissent I'énergie principale a I'arbousier (Tonelli
et Gallouin, 2013). Bien que les quantités de vitamines et de caroténoides présentes dans I'arbousier
ne soient pas tres élevées, il ne faut pas les négliger (Barros et al., 2010). Ces éléments contribuent

a la valeur nutritionnelle des fruits d'arbousier et a leurs bienfaits pour la santé.

Tableau 2: Les autres composés présentent dans I'arbousier.

Partie de la plante Sucres Autre Référence
e Arbutoside e Acide arsuline
Feuille e Unédoside e L’hydroquinone libre
e Fau

o Fibres alimentaires (Ait-youcef, 2006 ;

e Fructose e Composés solides Males et al., 2006 :
_ * Glucose * Acides organiques Ali-delille, 2013 ;
Fruit e Saccharose e Protéines Migel et al., 2014 ;
e Maltose * Niacine Doukani et Tabak,
e Sucre totaux e Acide ascorbique 2015).
e [-caroténe
e Potassium K+
e Calcium ca*
Racine e  Composés mutagenes
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5. Utilisation
5.1. Utilisation thérapeutique

Les différentes parties de l'arbre fraisier ont une importance majeure dans la médecine
populaire. Les feuilles présentent des propriétés diurétiques, astringentes, antidiabétiques et uro-
antiseptiques notables (Jurica et al., 2017 ; Morgado et al., 2018 ; Cappadone et al., 2019 ; Tenuta
et al., 2020).Les fruits de cet arbre sont également utilisés pour traiter des problémes gastro-
intestinaux, urologiques, cardiovasculaires et dermatologiques, grace a leur effet diurétique,
antiseptique et laxatif (Cappandone et al., 2019). De plus, les décoctions d'écorce et de racines de
I'arbre fraisier sont employées pour traiter les mémes types de problémes de santé (Tenuta et al.,
2020). La racine de Il'arbre fraisier est couramment utilisée en médecine traditionnelle pour soulager
la douleur abdominale, réduire le taux de cholestérol, traiter les maladies de la vessie et des reins,
réguler le diabete en inhibant I'absorption de glucose dans l'intestin, traiter I'nypertension artérielle
et les maladies cardiaques (Tenuta et al., 2019). En outre, la racine de I'arbre fraisier est également
reconnue pour son effet diurétique, anti-inflammatoire et anti-diarrhéique (Naceiri et al., 2017 ;
Tenuta et al., 2019 ; Maldini et al., 2019).

5.2. Utilisation culinaire

Les fruits de I'arbre a fraises sont principalement exploités pour leur usage culinaire. Ils sont
riches en glucides (70-80% de leur poids sec) et contiennent une proportion importante de fibres
(10-30% de leur poids sec), ce qui en fait une source intéressante de protéines végétales (1-9% de
leur poids sec) et de lipides (2-3% de leur poids sec) (Morgado et al., 2018 ; Aitlhaj et al., 2021).
Ces fruits sont transformés en produits traditionnels non alcoolisés tels que des confitures, des
marmelades, des gelées, ainsi qu'en boissons alcoolisées comme le cidre, un distillat aromatique, du
vin et de la liqueur. Toutefois, ils sont également consommés comme fruits frais (Sulusoglu et al.,
2011).

6. Toxicité

Selon différents tests de toxicité, l'utilisation d'A. unedo est dépourvue d'effets secondaires
significatifs et/ou de toxicite. En effet, dans des tests de toxicité aigué réalises sur des souris, il a été
démontré que I'administration orale d'un extrait aqueux de feuilles ou d'un extrait aqueux de racines
d'A. unedo n'a entrainé aucune mortalité ni aucun signe d'effets indésirables (Haouari et Mekhfi,
2017 ; Mrabti et al., 2018). De plus, dans une autre étude, un extrait aqueux de racines d'A. unedo a
été administré par voie intra péritoneale chez des souris, les résultats n‘ont montré aucun signe
visible de toxicité ou d'effets indésirables, méme a une dose de 6 g/kg de poids corporel (Bnouham
et al., 2007).
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1. Définition

Les polyphénols constituent une famille de substances diverses et omniprésentes dans toutes
les plantes vasculaires en tant que métabolites secondaires. Ils se caractérisent par la présence d'un
ou plusieurs cycles benzéniques avec des groupes hydroxyles (OH) (figure 4) et sont issus du
métabolisme de I'acide shikimique et/ou du polyacétate (Sarni et Cheynier, 2006 ; Bruneton, 2009).

Leur capacité la plus remarquable réside dans leur capacité a neutraliser les especes réactives
de I'oxygene (ERO). En effet, la présence de polyphénols, de vitamines et d'acides phénoliques dans
les fruits peut expliquer leur effet protecteur contre les maladies de civilisation telles que les
maladies cardiovasculaires et le diabete ( Bruneton , 2009).

OH

Figure 4: Structure de base d’un phénol (Laguerra et al., 2007).

2. Classification

Les polyphénols englobent une grande variété de molécules comportant plusieurs groupes
hydroxyles sur leurs cycles aromatiques. Ils sont classés en différents groupes en fonction du
nombre d'anneaux phénoliques présents, ainsi que des composants structuraux qui les relient entre

eux (figure 5). Parmi ces groupes, on peut mentionner les acides phénoliques, les flavonoides et les
non-flavonoides (Luthria et al., 2006).
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Figure 5: Classification générale des polyphénols (Scalbert et al.,2000).
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3. Voies de biosynthese

La biosyntheése des polyphénols se fait par des voies principales, qui sont :

a. Voie de I'acide shikimique
Les polyphénols englobent une grande variété de molécules comportant plusieurs groupes
hydroxyles sur leurs cycles aromatiques. lls sont classés en différents groupes en fonction du
nombre d'anneaux phénoliques présents, ainsi que des composants structuraux qui les relient entre
eux. Parmi ces groupes, on peut mentionner les acides phénoliques, les flavonoides et les non-

flavonoides (Luthria et al., 2006).

En temps normal, environ 20 % du carbone fixé par les plantes est traité par cette voie, qui
relie le métabolisme des glucides a la biosynthese des composés aromatiques en produisant la
structure de base : le noyau aromatique.Au cours de sept étapes métaboliques successives, le
phosphoénolpyruvate (un intermédiaire de la glycolyse) et I'érythrose-4-phosphate (un intermédiaire
de la voie des pentoses phosphates) sont convertis en chorismate, le précurseur des acides aminés
aromatiques. Ces acides aminés donnent lieu a des composés phénoliques (C6-C1), formant des
tanins hydrolysables et des chalcones, qui constituent la base de tous les flavonoides et tanins
condensés (Collin et Crouzet, 2011). En plus de la phénylalanine, tous les intermédiaires de la voie

peuvent étre considérés comme des points de bifurcation vers d'autres voies métaboliques.

b. voie des phénylpropanoides

Bien que la biosynthese de certains composés spécifiques tels que les alcaloides ou les
coumarines puisse emprunter des voies différentes, la désamination de la phénylalanine est une
étape fondamentale dans la production de la plupart des composés phénoliques naturels.

Cette réaction conduit a la formation de I'acide cinnamique, qui est la premiere molécule
phénolique produite a partir du premier phénylpropane. Cette molécule joue un rdle central dans la
voie des phénylpropanoides, qui connecte le métabolisme primaire du shikimate au métabolisme
secondaire des phénylpropanoides. La voie des phénylpropanoides conduit directement a la
formation d'acides tels que les acides hydroxycinnamique, p-coumarique, caféique, ferulique et
sinapique (Bruneton , 2009).

C. Voie de I’acétate / malonate
La formation de l'acétyl-CoA, qui est un composé essentiel dans la cyclisation des chaines
polycétoniques, est obtenue grace a la glycolyse et a la f-oxydation. Pour réaliser la cyclisation, les

chaines polycétoniques sont formées par la condensation répétée d'unités "Acétate”, en utilisant
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I'acétyl-CoA produit par la carboxylation. Cette réaction est catalysée par I'enzyme acétyl-CoA
carboxylase (Xie et Schaich, 2014).

4. Localisation des polyphénols dans la plante

Les composés phénoliques peuvent exister sous deux formes : solubles et insolubles. A
I'échelle cellulaire, les polyphénols solubles se trouvent dans les vacuoles des cellules végétales.
Lorsqu'ils sont incorporés dans une vacuole, la concentration élevée d'acides organiques a l'intérieur

crée un environnement acide qui les retient (Shahidi et Yeo, 2016).

En revanche, les composés phénoliques insolubles se localisent dans les parois des cellules
végétales. Ces composeés sont synthétisés dans les organes intracellulaires (figure 6), principalement
le réticulum endoplasmique, puis libérés et transportés vers la matrice de la vacuole ou de la paroi
cellulaire par un systéme de transfert de vésicules. Ce systéme, constitué de petites bicouches
lipidiques, permet le transport des composés phénoliques et facilite leur migration dans la matrice
de la paroi cellulaire (Meyer et al., 2009 ; Shahidi et Yeo, 2016).

Liaisons insolubles des polyphénols

V4

‘ € wlilulose

&
w

=
/ Pectine

Polyphénols solubles

NMemibirane

Parol pecto-cellulosique

Figure 6: Localisation des composes phénoliques solubles et insolubles dans les cellules (Shahidi et
Yeo, 2016).

Les composeés phénoliques transportes se lient a des macromolécules telles que des protéines
structurales, la cellulose et la pectine par des liaisons covalentes, notamment des liaisons éther, ester
et carbone-carbone, dans la matrice de la paroi cellulaire, formant ainsi des composés phénoliques
insolubles (Shahidi et Yeo, 2016).

La localisation des polyphéenols dans la plante est liée a leur fonction, certains composes

phénoliques s'accumulant uniquement dans des organes spécifiques. Les couches externes de la

11



Chapitre 2 Les polyphénols

plante contiennent généralement plus de polyphénols que les parties internes (Shahidi et Yeo
,2016).

5. Activités biologiques des polyphénols

Actuellement, les propriétés des polyphénols font l'objet de nombreuses études dans le
domaine médical. Leurs activités antivirales, anti-inflammatoires, antibactériennes et
anticancéreuses sont largement reconnues. De plus, ils offrent une protection contre diverses
maladies telles que I'athérosclérose, la maladie d'Alzheimer, d'autres affections neurologiques, le
diabéte et la cataracte (figure 7). Ces composés présentent un potentiel important pour maintenir la

santé et prévenir diverses pathologies (Sinha, 2019).
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Figure 7: Effets biologique des polyphénols ( yan et al.,2020).

5.1 Activité antioxydante des polyphénols
Les composés polyphénoliques se trouvent couramment dans les plantes comestibles et non
comestibles, et il a été signalé qu'ils ont des effets biologiques multiples, notamment une activité
antioxydante (Kahkonen et al.,1999). Ces composés phénoliques agissent en tant qu'antioxydants en
neutralisant les radicaux libres par la donation d'un électron ou d'un atome d'hydrogene. Leur
structure confére une importante activité antioxydante, tandis que les groupes hydroxyle des

polyphénols agissent en tant que donneurs d'atomes d’hydrogene et peuvent réagir avec les especes
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réactives de l'oxygene et de lI'azote. En conséquence, le cycle de formation de nouveaux radicaux est
interrompu (Boubekri, 2014).

5.1.1 Mécanismes antioxydants des polyphénols
Les principaux mécanismes antioxydants des polyphénols sont :
a. Piégeage ou reduction des radicaux libres
Les composés phénoliques, en particulier des flavonoides, s'expliquent par leur capacité a
piéger différents types de radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe), les anions
superoxydes (O,¢") et les radicaux péroxylipidiques. Cette capacité est liée a leur structure chimique
(figure 8), qui comporte plusieurs éléments clés, notamment la présence de :

— La structure 3'4'-dihydroxy présente sur le cycle B est indispensable a l'activité des
flavonoides qui contiennent un hétérocycle sature.

— Les flavonoides posseédant un hétérocycle saturé ont une activité antiradicalaire qui dépend
de la présence de la double liaison C2-C3 conjuguée avec le groupe oxo (C4=0) sur le
noyau B. Cette structure permet la délocalisation d'électrons du noyau B, ce qui renforce
I'activité antiradicalaire de ces composés.

— Les groupes hydroxyles situés en positions C3 et C5, qui sont nécessaires pour obtenir une

activité maximale (Boubekri, 2014).

i)
~
‘ \‘ ‘
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i) * ‘e ° T
M =Fe .Cu

Figure 8: Les caractéristiques structurelles des flavonoides avec une activité de piégeage (Dangles,
2006).

b. Chélation des ions métalliques
La capacité des composés phénoliques a piéger les radicaux libres, leur activité

antioxydante peut également résulter de leur capacité a chélater et/ou réduire les ions de métaux tels
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que le fer (Fe”") et le cuivre (Cu®). Ces métaux catalysent la formation de radicaux libres en
abstrayant I'hydrogene, favorisent également la décomposition des hydroperoxydes (H.O;) ou
participent a la production du radical hydroxyle (OH™) dans la réaction de Fenton (Craft et al.,
2012).

H,0;, + Fe** (Cu") — OH" + OH™ + Fe** (Cu™)

Des études ont montré que les flavonoides ont la capacité de chélater les métaux et I'efficacité
de ce processus dépend du nombre de groupes hydroxyle présents ainsi que du pH du milieu. Il
existe trois sites de coordination principaux, illustrés dans la (Figure 9):
e 5-OH (cycle A) et le groupe 4-carbonyle (cycle C).
e 3-OH et le groupe 4-carbonyle (tous deux dans le cycle C)3'-OH et 4'-OH dans le cycle B
(Olszowy et al.,2019).

Figure 9: Sites de chélation des ions métalliques par les flavonoides (Amic et al., 2003).

c. Inhibition des enzymes productrices des ERO

Les polyphénols ont un réle important dans la suppression des enzymes génératrices des
especes réactives de lI'oxygene (ERO) dans les systemes biologiques en formant des complexes
inhibiteur-enzyme (Olszowy et al., 2019). L'enzyme xanthine oxydase est connue pour é&tre
impliquée dans la lésion oxydative des tissus lors de la reperfusion post-ischémique, et certains
flavonoides tels que l'apigénine, la lutéoline et le kaempférol peuvent agir comme inhibiteurs
compétitifs de cette enzyme en empéchant la fixation de son substrat spécifique, la xanthine,
(Acufa et al., 2014).

En outre, I'apocynine et I'épicatéchine sont également connus pour inhiber l'activité de la
NADPH oxydase, en interférant avec I'assemblage ou en inhibant I'expression de ses différentes

Sous-unités.

14



Chapitre 2 Les polyphénols

Enfin, la monoamine oxydase liée aux mitochondries, qui est une autre enzyme productrice
d'ERO (figurel0), peut étre modulée de maniére inhibitrice par certains polyphénols tels que la

cyanidine et la curcumine (Acufia et al., 2014).

\zent

Pathogeoe Cyvoldanes

~

~ Inflammation

Metabolisane cellulae
X0, NOX

Figure 10: les sources des ERO (Khane et Wang ,2018).

5.2. Autres activités

Les composés polyphénoliques sont de plus en plus utilisés en thérapeutique. De nombreuses
études suggerent que les polyphénols contribuent a la prévention des maladies cardiovasculaires.
Leur consommation entraine une augmentation temporaire de la capacité antioxydante du plasma
dans les heures qui suivent le repas. Une fois arrivés au niveau des artéeres, ils préviennent
I'oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL), qui est l'un des facteurs clés du processus
physiopathologique de Il'athérosclérose. En inhibant l'oxydation des LDL, ils limitent leur
accumulation dans les parois des artéeres, qui contribue a I'épaississement des parois et a la réduction

du flux sanguin qui atteint les tissus.

Les polyphénols agissent également en inhibant I'agrégation plaquettaire impliquée dans le
phénomeéne de thrombose qui peut conduire a l'occlusion des artéres. Ils sont regroupés dans la
categorie des veinotoniques et des vasculo-protecteurs (Benavente et al ., 2000 ; Borochov et al .,
2008 ; Martin et al ., 2013 ).

Certains composés polyphénoliques font également I'objet d'études cliniques en tant

qu'antiagrégants plaquettaires ou hypotenseurs, mais sans résultats probants.

Les polyphénols sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques de qualité
alimentaire, notamment lorsqu'une plante est soumise a des blessures mecaniques. La capacité d'une
espece végétale a résister a l'attaque des insectes et des microorganismes est souvent corrélée a la

teneur en composeés phénoliques. Ces composés ont des propriétés antioxydantes, anticarcinogenes
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(Zhou et al., 2017), anti-inflammatoires (Tailé, 2021), antiathérogénes, anti-thrombotiques,
analgesiques (Manach et al., 2005 ; Gormaz et al., 2016), antibactériennes (Chaker, 2021),

antivirales, anti-allergenes et vasodilatatrices (Manallah, 2012).

6. Facteurs de variabilité des polyphénols

Les polyphénols sont des composés naturels présents dans une grande variété de plantes, de
fruits, de légumes et de boissons (Wink, 1997). Toutefois, leur quantité peut varier
considérablement en fonction de divers facteurs tels que les conditions de croissance, les conditions
de récolte, la transformation des aliments et les facteurs alimentaires, ainsi que la solubilité qui
présente une propriété physico-chimique des composés phénoliques qui affecte considérablement
leur variabilité (Wink, 1997).

Des facteurs lies a I'hote tels que I'age, le sexe, les conditions physiologiques, la microflore
coligue et l'activité enzymatique peuvent également jouer un réle important dans cette variabilité.
De plus, l'interaction des composés phénoliques avec d'autres composes lors de I'ingestion peut

également influencer leur quantité (Archivio et al., 2010).

Cependant, les polyphénols présentent une grande volatilité, une instabilité et une sensibilité a
la lumiére, a la chaleur (Sauvage et al., 2010) et a I'oxygene (Leonardis et al., 2013;Volf et al.,
2014). Pour préserver leur propriété antioxydante (Fang et Bhandari, 2010), il est possible
d'améliorer leur stabilité (Volf et al., 2014), leur bioactivité (Taamalli et al., 2012) et leur

biodisponibilité (Williamson et Manach, 2005) en utilisant des supports polyméres.
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Chapitre 3 Encapsulation

1. Généralité

En général, I'encapsulation se référe au processus d'incorporation d'une substance active a
I'intérieur d'une autre substance de revétement. Cette approche technologique est largement utilisée
pour protéger les principes actifs contre les réactions indésirables avec I'environnement ou d'autres
composants, que ce soit pendant le stockage ou lors de leur ajout & une matrice alimentaire. De plus,
I'encapsulation permet de contréler le taux de libération de I'ingrédient encapsulé, offrant ainsi un
avantage économique a l'industrie alimentaire en améliorant I'efficacité des ingrédients bioactifs
sans nécessiter des quantités excessives. En élargissant la gamme de produits bioactifs disponibles,
I'encapsulation permet également de protéger les matériaux encapsulés contre des conditions
extrémes telles que I'humidité et la chaleur, améliorant ainsi leur stabilité et leur viabilité (Dhakal et
He, 2020).

2. Objectif d’encapsulation

L'encapsulation est une technigque qui consiste a enfermer des molécules bioactives, souvent
sensibles & des conditions environnementales telles que la température, I'humidité ou les micro-
organismes, dans une matrice protectrice. Cette méthode permet de préserver l'activité biologique
des molécules, d'optimiser leur libération dans le temps, d'améliorer leur stabilité physique et de
faciliter leur ciblage et leur biodisponibilité (Donsi et al., 2011 ; Fathi et al., 2012). Les molécules
bioactives peuvent ainsi étre protégées de la dégradation et d'une libération prématurée lors de
I'ingestion. Cette technique, qui est couramment utilisée dans le domaine pharmaceutique, est de
plus en plus employée en agroalimentaire pour l'encapsulation d'antimicrobiens sensibles, de
composés aromatiques ou ayant des propriétés nutraceutiques (Desai et al., 2005 ; Donsi et al.,
2011).

La base de données Pubmed (Figure 11) montre que le nombre de publications par an
considérant «food, encapsulation et nano*» comme mots clés est passé de 3 a 238 entre 2005 et
2019.
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Figure 11: Publications avec les mots clés « food, encapsulation and nano » de 2005 & 2019 (Base
de données Pubmed).

3. Techniques d’encapsulation pour les composés phénoliques

Le processus d'encapsulation vise a établir une barriére protectrice entre les composés
bioactifs sensibles, tels que les polyphénols, et leur environnement. Cette technique permet de
préserver ces composes contre les facteurs dégradants tels que les températures élevées et
I'exposition a I'oxygeéne. De plus, I'encapsulation des composés phénoliques au moyen de matériaux
de revétement permet de contrbler leur libération dans différents milieux, afin d'atteindre des
objectifs spécifiques et d'améliorer leur biodisponibilité et leur bioaccessibilité. En outre,
I'encapsulation peut également masquer les golts ou les odeurs indésirables associés aux
polyphénols, tels que I'amertume et I'astringence (Nedovic et al., 2011).

Il existe diverses approches d'encapsulation, comprenant des méthodes physiques, chimiques
et physico-chimiques (figurel2). Le choix de la méthode d'encapsulation dépend du type de

polyphénols a encapsuler et de leurs caractéristiques spécifiques (Jia et Dumont, 2016).

3.1. Séchage par pulvérisation
Le séchage par pulvérisation est une méthode d'encapsulation largement utilisée pour sa
continuité, sa flexibilité et son économie. Elle implique la conversion d'un liquide en poudre dans
un environnement de séchage chaud, ce qui facilite le transfert de chaleur (Jafari, 2017). Les
materiaux de paroi, tels que I'amidon modifié, la gomme, la maltodextrine, sont mélangés avec le
matériau de base avant d'étre introduits dans un séchoir par pulvérisation (Magsoudlou et al., 2020).

L'air chaud évapore I'eau, et les capsules sont collectées (Fang et Bhandari ,2010).

Les résultats de I'étude menée par Fang et Bhandari(2011) indiquent que pour encapsuler des
polyphénols sensibles, comme ceux du jus de myrtille, avec une bonne rétention des polyphénols.
Des études ont montré que les poudres contenant du jus de myrtille doivent étre stockées a des
températures et des activités de I'eau spécifiques pour optimiser la stabilité des polyphénols. Dans
d'autres études menée par Robert et al. (2010) les polyphénols et les anthocyanines du jus de
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grenade ont été encapsulés avec succes en utilisant de la maltodextrine ou des isolats de protéines
de soja, avec une récupération élevée. Les isolats de protéines de soja peuvent étre une alternative a

la maltodextrine pour I'encapsulation de polyphénols dans les produits alimentaires.

3.2. Coacervation

La microencapsulation par coacervation implique la séparation de phases d'’hydrocolloides de
la solution principale, suivie de la formation d'une suspension de coacervat autour des composés
bioactifs dans le méme milieu (Magsoudlou, 2020). Des micelles de noyau de coacervation
complexe ont été obtenues avec succes pour administrer efficacement les polyphénols de thé. Un
conjugué geélatine-dextrane a été synthétisé par réaction de Maillard, puis mélangé avec les
polyphénols de thé. La formation des micelles de coacervation était due & des interactions
hydrophobes et a des liaisons hydrogéne plutdt qu'a des interactions électrostatiques. Le noyau des
micelles contenait une combinaison de gélatine et de polyphénols de thé, avec des segments de
dextrane dans la paroi. La libération prolongée des polyphénols de thé libres contre les cellules
MCF-7 (Zhou, 2012). polyphénols de thé encapsulés par coacervation a été veérifiée in vitro, et les
micelles de coacervation complexe ont montré une cytotoxicité égale ou supérieure a celle des

polyphénols.

3.3. Emulsion

Les émulsions est une méthode courante d'encapsulation pour protéger et délivrer les
polyphénols. Ce processus implique la dispersion de deux liquides non miscibles pour encapsuler
efficacement les polyphénols tout en offrant une stabilité chimique et une délivrance ciblée (Kelly
et Miao, 2016). Les émulsions peuvent prendre plusieurs formes, y compris les émulsions a une
seule couche, a plusieurs couches et multiples (Gharehbeglou et al.,2019 ). Les chercheurs ont créé
des émulsions huile dans eau stabilisées par 1-carraghénane et B-lactoglobuline pour encapsuler
I'EGCG en utilisant une technique de homogénéisation haute pression. Les émulsions ont maintenu
leur stabilité pendant 14 jours de stockage avec une taille de particules de 400 nm. Cependant, les
concentrations d'EGCG supérieures a 0,5% ont provoqué une instabilité significative des émulsions
en raison de la liaison entre I'EGCG et la B-lactoglobuline, ce qui a été révélé par la diffusion de la
lumiére et I'augmentation de la taille des gouttelettes (Huang, 2010).

En outre, 'EGCG encapsulé dans I'émulsion huile dans eau a présenté une activité
anticancéreuse plus élevée que I'EGCG libre. Des complexes électrostatiques ont été développes
pour protéger les polyphénols contenus dans I'extrait de pépins de raisin en les incorporant dans des
émulsions W1/O/W2 (Estévez et al., 2019). Ces complexes étaient constitués de 0,5% de cas€inate

de sodium et de 0,375% de carboxymeéthylcellulose ou de 0,5% de gomme arabique a pH = 5,6. Ils
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ont été utilisés comme émulsifiants hydrophiles dans les émulsions W1/O/W2 pour stabiliser
I'interface O/W2 pendant 14 jours. Les chercheurs ont constate que les différents types
d'émulsifiants hydrophiles n‘ont pas eu d'effet significatif sur le taux de libération des polyphénols
au fil du temps. Cela est d0 au fait que le transport des polyphénols dans les émulsions W1/O/W2
était principalement contr6lé par la diffusion. Cependant, le principal facteur limitant la rétention

des polyphénols était I'adsorption interfaciale (Estévez et al., 2019).

3.4. Lyophilisation

La lyophilisation est une méthode de déshydratation par sublimation qui est souvent utilisée
pour encapsuler des agents sensibles en raison de la basse température appliquée (Wilkowska et
al.,2016) . Sanchez et al. (2013) ont réussi a encapsuler des polyphenols de vin rouge dans du
maltodextrine par lyophilisation. 1ls ont lyophilisé une solution de maltodextrine DE10 dans du vin
rouge argentin (Cabernet Sauvignon) a une concentration de 20% p/p. Au cours de ce processus,
I'eau et éthanol ont été éliminés, ce qui a créé une microstructure vitreuse amorphe de maltodextrine
contenant les polyphenols de vin, sans perte significative de polyphenols totaux. La poudre obtenue
était stable pendant 15 jours a une température de 38° C.

3.5. Co-cristallisation

La co-cristallisation modifie la structure cristalline du saccharose en une cristallisation
irreguliere agglomérée, créant ainsi une matrice poreuse pour charger des composés bioactifs (Fang
et Bhandari, 2010). Pour cela, une haute température (120°C) et une faible humidité (95-97°Brix)
sont nécessaires. Les composés bioactifs ajoutés comblent les espaces vides a l'intérieur des
agglomeérats de cristaux microscopiques. Cette technique améliore I'nomogénéité, la solubilité, la
mouillabilité, la dispersibilité, I'nydratation, I'anticompaction, la fluidité et la stabilité des composes
chargés (Fang et Bhandari, 2010). De plus, elle permet d'obtenir des poudres séchées directement a
partir de matériaux liquides, sans besoin de sechage supplémentaire. Les produits obtenus offrent
des caractéristiques de compression directe, ce qui est avantageux pour les industries de la
confiserie et pharmaceutique (Magsoudlou et al., 2020). Dans une étude menée par Deladino et
al.(2010) a montré que I'encapsulation d'un extrait de yerba mate a été réalisée en utilisant la co-
cristallisation dans une solution de saccharose sursaturé, formant des grappes agglomérées avec des
espaces vides de 2 a 30 mm, réduisant ainsi les propriétés hygroscopiques de I'extrait sans
compromettre sa solubilité, Dans Une autre étude Ldpez et al.(2014) ont préparé des poudres
contenant des polyphénols de yerba mate par co-cristallisation, démontrant une capacité élevee de

charge sans affecter significativement Il'activité antioxydante de I'extrait. La co-cristallisation est
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donc une bonne alternative pour la conservation des antioxydants et peut étre utilisée comme agent
antioxydant dans la formulation d'aliments fonctionnels.
3.6. Liposomes

Les liposomes sont des particules sphériques formées de bicouches phospholipidiques
concentriques dans un milieu aqueux. Bien que leur application dans l'industrie alimentaire, les
Liposomes sont utilisées pour la microencapsulation d'aliments (Taylor et al., 2005 ; Pordevic” et
al., 2015) . Le processus de formation des liposomes repose sur les interactions hydrophiles_
hydrophobes entre les phospholipides et les molécules d'eau (Zuidam et Shimoni, 2010 ; Dima et
al., 2015; Summerlin et al., 2015). En effet les polyphénols ont des formes liposomales et une
solubilité différente dans les tensioactifs en fonction de leur structure. La stabilité des liposomes

sera donc optimale en fonction du polyphénol utilisé (Mignet et al., 2013).

3. 7. Inclusion

L'inclusion moléculaire utilise des cyclodextrines comme matériaux de paroi pour former des
complexes avec des composes invités plus petits. Les cyclodextrines, dérivées de I'amidon, sont des
oligosaccharides cycliques avec une structure en forme de cylindre (Yadav et al.,2016) . Parmi les
types de cyclodextrines, la B-cyclodextrine est souvent utilisée en raison de sa disponibilité et de
son co(t de production (Madene et al., 2006 ; Fang et Bhandari, 2010). Les complexes de
cyclodextrine permettent I'inclusion d'ingrédients bioactifs tels que les polyphénols, améliorant
ainsi leur solubilité et leur activité (Pordevic” et al., 2015). Des études ont montré que
I'encapsulation de polyphénols dans des complexes de cyclodextrine présente des effets bénéfiques
tels que des propriétés anti-inflammatoires, antiprolifératives et une meilleure biodisponibilité
(Ramirez et al., 2014).

3.8. Nanoparticules
C’est une technique utilisée pour créer des nanocapsules a partir de deux phases distinctes :

un solvant organique et un non-solvant aqueux (Simchua et al .,2011). Dans la phase organique, il y
a une ou plusieurs solutions contenant un polymere (naturel ou synthétique), une substance active,
de r'huile et un tensioactif (huile-eau), tandis que la phase aqueuse est un non-solvant ou un
mélange de non-solvants ( Chorny et al .,2002) . La méthode consiste a intégrer la phase organique
dans la phase aqueuse pour former une suspension colloidale, en contrélant les conditions telles que
I'écoulement et I'agitation de la phase aqueuse, afin d'obtenir des particules d'une taille inférieure a
100 nm (Chidambaram et Krishnasamy,2014).
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3.9. Encapsulation a I’intérieur de cellules de levure

Une technique populaire pour encapsuler les polyphénols est I'utilisation de cellules de levure
pour former une barriére protectrice autour des composes. La levure la plus couramment employée
est Saccharomyces cerevisiae, qui est disponible en grande quantité et peu colteuse grace a son
utilisation comme déchet dans I'industrie brassicole. Les composés bioactifs peuvent traverser la
paroi cellulaire et la membrane sous certaines conditions de temps et de température dans un
mélange de solution particulier (Mokhtari et al.,2017 ). Les cellules de levure fournissent une
protection efficace contre les stress environnementaux (Magsoudlou et al.,2020), assurant ainsi la
stabilité des composés bioactifs.

Pour illustrer I'efficacité de la technique d'encapsulation a l'intérieur de cellules de levure
Estévez et al.(2019),0nt charge de I'acide chlorogénique dans des cellules de levure en utilisant un
traitement spécifique a base de chlorure de sodium a 54°C pendant 24 heures pour l'autolyse. Les
résultats ont montré que l'acide chlorogénique encapsulé dans les cellules de levure était tres stable
face aux stress humides et thermiques, et avait également des profils de libération stables (Xiang et
al., 2007) .

D'autres études ont également été menées pour encapsuler le marc de raisin dans les cellules
de levure en utilisant Saccharomyces cerevisiae (Rubio et al.,2018). Les composés phenoliques ont
été extraits et mélangés avec la levure avant d'étre atomisés dans un séchoir par pulvérisation a
I'échelle pilote. Les résultats ont montré que les polyphénols encapsulés dans les levures étaient
mieux protégés et libérés dans l'intestin que les polyphénols libres. Cette technique est donc efficace
pour protéger et délivrer les polyphénols dans I'intestin (Rubio et al.,2018).
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Figure 12: lllustration des caractéristiques de capsules polyphénoliques encapsulées

(Fang et Bhandari ,2010).
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1. Matériel

Cette étude a été menée au laboratoire de Biochimie de la Faculté des Sciences de I'Université 20
Aot 1955 Skikda, sur une période s'étalant de février a mars 2023. L'objectif de cette recherche est
d'évaluer I'impact de I'encapsulation dans des cellules de levure Saccharomyces cerevisiae (intactes
et plasmolysées) sur la teneur en composés phénoliques et I'activité antioxydante de I'arbousier

Arbutus unedo.

1.1. Matériel végétal
Le spécimen végétal utilisé dans cette étude est I'arbousier, également connu sous le nom
scientifique Arbutus unedo L. L'échantillonnage a été effectué manuellement le 15 février 2023
dans la commune de Beni Zid, Collo, (figure 13) dans la wilaya de Skikda (longitude : 6,50562°,
latitude : 36,808°, altitude : 214 m).

Go-ogle

Images ©2023 TerraMetrics, Données cartographiques ©2023

Figure 13: Carte géographique montre la région de récolte (www. Google.com).

Cette commune est située a une distance de 92 km de la wilaya de Skikda. Nous avons
sélectionné les parties comestibles de la plante, a savoir les fruits (figureld), qui ont été
soigneusement récoltés et placés dans des sacs en plastique pour étre transportés au laboratoire en
vue des analyses ultérieures. Les échantillons ont été préalablement débarrassés de tout debris

(parties mortes, organes altérés) et soigneusement lavés avant d'étre utilisés.
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Figure 14: Fruits de I’arbousier Arbutus unedo L (photo originale, 2023).

1.2 Extraction des polyphénols
Les polyphénols de l'arbousier Arbutus unedo sont extraits par macération, en suivant la
méthode décrite par Pierson et al.(2015 )avec quelques modifications. Cette méthode implique de
laisser le matériel végétal en contact prolongé avec un solvant afin d'en extraire les principes actifs.
Pour cela, un échantillon de 100 g de fruits d’I’arbousier préalablement broyés et mélangé avec 1 L
d'éthanol a 96%. Le mélange est ensuite agité pendant une heure, suivi d'une période de macération
dans l'obscurité pendant 24 heures. La séparation des extraits phénoliques est réalisée par filtration,

puis le solvant est éliminé a I'aide d'un évaporateur rotatif. Enfin, les extraits obtenus sont séchés.
[ 100 g de fruits ]

[ Addition de solvant : 1L éthanol a 96% ]

ugs

[ Macération pendant 24 H ]

gs

[ Filtration ]

ige

Concentration : évaporateur rotatif T°=60°c ]

[ Séchage dans 1’étuve ]
[ Extrait ]

Figure 15:Protocole d’extraction des polyphénols (Pierson et al., 2015).
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2. Méthodes
2.1. Préparation de la souche de Saccharomyces cerevisiae

La souche de Saccharomyces cerevisiae a été utilisée. Les cellules de levure ont été cultivées
sur des boites de Pétri contenant un milieu sabouraud pendant 48 heures a une température de 27
°C. Ensuite, ces cellules ont été utilisees pour ensemencer le milieu liquide de bouillon nutritif a
une densité optique de 0,2 (DO 600) et cultivées a une température de 27 °C avec une agitation de
140 tours par minute. Les cellules ont été récoltées pendant la phase de croissance logarithmique
moyenne et ont été lavées trois fois avec de I'eau physiologique stérile (pH20) en utilisant une
centrifugation a 4000 tours par minute pendant 10 minutes (Nguyen et al., 2018).

2.2. Plasmolyse des souches de levures

Une quantité de 40 grammes de levure a été dissoute dans un volume de 500 ml d'une solution
de NaCl a 10%. Par la suite, ce mélange a été soumis a un processus de plasmolyse d'une durée de
24 heures, a une température de 55°C. La levure a ensuite été séparée par centrifugation, en utilisant
une force de 2000g pendant une durée de 10 minutes. Le précipité obtenu a été soigneusement lavé
a l'aide d'eau distillée, suivi d'une agitation a température ambiante pendant une durée d'une heure,
dans le but d'éliminer le NaCl résiduel. Une nouvelle centrifugation a été réalisée par la suite. Ce
processus de lavage a été répété deux fois. Enfin, les cellules de levure ont été déshydratées par
lyophilisation ( Kurek et al.,2023).

2.3. Micro encapsulation des composés phénoliques
L'encapsulation des extraits phénoliques, que ce soit dans des cellules de levure intactes ou
plasmolysées, a été réalisée dans un milieu aqueux en respectant un rapport de 5:1 en masse entre la
levure (intacte ou plasmolysée) et I'extrait. Pour cela, un hydromodule de 1:100 a été utilisé. Le
processus d'encapsulation a été effectué dans un agitateur thermostatiqguement contrélé a une vitesse
de 200 tours par minute, maintenant une température constante de 37 °C pendant une duree de 24

heures. Par la suite, I'efficacité de I'encapsulation a été mesurée (Kalinina et al., 2022).

2.4. Efficacité d’encapsulation
Le calcul de I'efficacité d'encapsulation est utilisé pour évaluer la capacité des levures intactes
et plasmolysées a encapsuler les polyphénols, en mesurant le pourcentage de polyphénols
encapsulés par rapport a leur concentration initiale avant I'encapsulation. Afin d'extraire les
polyphénols totaux encapsulés, une quantité de 0,2 g de poudre a été mélangee avec 2 ml d'un
solvant composé de 1’éthanol, d'acide acétique et d'eau (50:8:42, v/v/v). Ce mélange a été agité
pendant 30 minutes pour permettre une extraction efficace. Apres l'extraction, le mélange a été

soumis a une centrifugation a une vitesse de 3000 tours par minute pendant 10 minutes afin de
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séparer les particules solides. Les concentrations de polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins
ont ensuite été déterminées a l'aide de méthodes spectrophotométriques (Robert et al. ,2010).
La formule suivante est utilisée pour calculer I'efficacité d'encapsulation des composés

phénoliques :

TPE
EE(%) = ﬁXlOO

TPE : correspond a la concentration totale de polyphénols, flavonoides et tanins encapsulés ; TPT :
désigne la concentration de composés phénoliques (polyphénols, flavonoides et tanins) de 1’extrait

non encapsulé (Cegledi et al., 2022).

2.5. Dosage des composés phénoliques
2.5.1. Dosage des polyphénols totaux
La méthode la plus fréquemment utilisée pour quantifier les polyphénols totaux consiste en
I'emploi du réactif Folin-Ciocalteu, qui se compose d'acide phosphotungstique et d'acide
phosphomolybdique. Au moment de l'oxydation des phénols, le réactif se réduit en une
combinaison d'oxydes bleus de tungstene et de molybdene, produisant une teinte qui absorbe la
lumiere a une longueur d'onde comprise entre 725 et 750 nm. Cette coloration est proportionnelle a
la quantité de polyphénols présents dans les extraits vegétaux. Dans le cas des extraits de
I’arbousier, 2 ml de l'extrait sont mélangés a 0,2 ml de réactif Folin-Ciocalteu et 1,4 ml de Na,COs
a7,5% (m/v).

Le mélange est incubé a température ambiante, dans I'obscurité, pendant 2 heures, puis la
lecture des absorbances sont réalisée a 760 nm, en utilisant un spectrophotometre UV-1800
(Shimadzu). Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique / g d'extrait sec, en
utilisant une courbe d'étalonnage de I'acide gallique, qui est obtenue avec 6 concentrations variant
de 0 a 1 mg/ml (Waterhouse, 1999).

2.5.2. Dosage des flavonoides
La méthode de quantification des flavonoides utilisée repose sur la technique décrite par
Chang et al. (2002), mais avec quelques modifications mineures. Cette méthode implique la
formation d'un complexe trés stable entre les atomes d'oxygene situés sur les carbones 4 et 5 des
flavonoides et le chlorure d'aluminium, qui donne une couleur jaune et absorbe dans le visible a 415
nm. Pour mesurer les flavonoides dans les extraits de I’arbousier, on mélange 0,2 ml d'extrait avec

1,72 ml d'éthanol a 96%, 0,4 ml de chlorure d'aluminium a 10%, et 1 ml d'acétate de sodium 1M.
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Ensuite, on agite le mélange et on le laisse incuber dans I'obscurité a température ambiante
pendant 30 minutes avant de mesurer 'absorbance a 415 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre UV -
1800 (Shimadzu). Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent de quercétine par gramme

d'extrait sec en se basant sur une courbe d'étalonnage de la quercétine.

2.5.3. Dosage des tanins
La méthode de la réaction vanilline a été utilisée pour doser les tanins. Pour ce faire, un
milieu réactionnel de 6 ml a été préparé en mélangeant 1 ml d'échantillon, 2,5 ml de réactif A
(solution de vanilline a 1% p/v dans le méthanol) et 2,5 ml de réactif B (solution d'HCI ou d'H,SO4
a 9N dans I’éthanol), selon les travaux de Price et al. (1978). La réaction a eu lieu a une température
de 30°C pendant 15 minutes, puis I'absorbance a été mesurée a une longueur d'onde de 500 nm
(A500).

Les résultats obtenus ont été exprimés en mg équivalent d’acide tannique par gramme

d’extrait sec, en utilisant une courbe d'étalonnage d’acide tannique.

2.6. Analyse par Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR) en Réflexion
Totale Attéenuée (ATR) des Extraits de ’arbousier Avant et Aprés encapsulation
L'objectif de cette étude, visant a analyser les variations spectrales des extraits phénoliques
non encapsulés, des levures, ainsi que des extraits encapsulés dans des cellules de levure intactes et
plasmolysées, a été atteint. Un spectrométre FTIR Cary-600 équipé d'un accessoire ATR
(MIRacle™ ATR a une réflexion simple) et d'un élément de réflexion interne en diamant (IRE) de
PIKE Technologies a été utilisé pour enregistrer les spectres. Les spectres ont été enregistrés en
moyennant 32 scans dans la plage de 4000 a 400 cm-1, avec une résolution de 4 cm-1.Les spectres
de fond ont été soustraits a l'aide du logiciel Resolution Pro version 5.0 (Agilent Technologies) pour
chaque échantillon. Ensuite, les spectres ont été lissés en utilisant I'algorithme de Savitsky-Golay
avec une fenétre de 11 points. Enfin, une correction de base a été appliquée aux spectres en utilisant
le filtre de Savitzky-Golay : deuxiéme dérivee avec une fenétre de six points, suivie d'une
normalisation vectorielle (Sala et al., 2020).Gréce a ces étapes d'analyse, des informations sur la
composition chimique et les interactions moléculaires des échantillons étudiés ont été obtenues en

utilisant la spectroscopie FTIR comme technique d'investigation.

2.7. Evaluation de ’activité antioxydante
Les activités antioxydantes des extraits d’arbousier avant et aprés encapsulation ont été
évaluées par deux méthodes DPPH et ABTS.
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2.7.1. Méthode DPPH

Le test de DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un outil couramment utilisé pour
évaluer I'activité antioxydante en milieu organique, (Blois ,1958). Il repose sur la réduction d'une
solution alcoolique du radical DPPHe en présence d'un antioxydant donneur d'hydrogeéne (AH), ce
qui entraine la formation d'une forme non radicalaire, DPPH-H(figure 16). Les radicaux DPPHe
présents dans la solution conferent a celle-ci une couleur pourpre foncé et engendrent une forte
absorption a 517 nm. Toutefois, l'introduction d'un agent antioxydant entraine une décoloration
progressive de la solution au cours de la réaction, ce qui modifie la colorimétrie de la solution (Xie
et Schaich, 2014).

Figure 16: Mécanisme d’action du DPPH (Xie et Schaich, 2014).

Le test de l'activité antioxydante par DPPH comporte plusieurs étapes. Tout d'abord, il faut
préparer une solution de DPPH en dissolvant 3,94 mg de DPPH dans 100 ml d'éthanol pour obtenir
une concentration de 0,01 mm. Ensuite, des échantillons & tester sont préparés en les dissolvant
dans de I'éthanol. Les échantillons sont ensuite ajoutés a la solution de DPPH dans une série de
tubes a essai contenant des concentrations croissantes d'échantillon a tester (de 0 a 1 mg/ml). Les
tubes sont incubés pendant 30 minutes a température ambiante a l'abri de la lumiere. Apres
I'incubation, I'absorbance de chaque tube est mesurée a une longueur d'onde de 517 nm a l'aide d'un
spectrophotometre UV-Visible. Le pourcentage d'inhibition de DPPH est ensuite calculé en utilisant
la formule suivante :

L [(absorbance du controéle — absorbance de 1’échantillon)
% inhibition = — x 100
absorbanceducontréle

Une courbe dose-réponse est générée afin d'illustrer graphiquement la relation entre le
pourcentage d'inhibition de DPPH et la concentration de I'échantillon. Cette courbe permet de
déterminer I'IC50, qui correspond a la concentration d'échantillon requise pour réduire de moitié la
quantité initiale de DPPH. Le calcul de I'lC50 est réalisé en interpolant les données obtenues a partir

de la courbe dose-réponse.
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2.7.2. Méthode ABTS
Cette méthode repose sur I'aptitude de certains composés a capturer le radical-cation ABTSe+
(sel d'ammonium de l'acide 2,2'-azinobis (3-éthylbenzothiazoline)-6-sulfonique), qui a une teinte
bleu-vert a I'état initial. Ce radical cationique est produit par I'oxydation de I'ABTS, qui n'a pas de

couleur initialement.

La réaction se déroule en deux étapes : dans un premier temps, le radical ABTSe+ est
géneéré en retirant un électron d'un atome d'azote de I'ABTS grace a la présence de persulfate de
potassium K,S,0g dans le milieu réactionnel. Dans un deuxiéme temps, en présence d'un
antioxydant donneur de H+, le radical d'azote correspondant capte un H+, formant ainsi 'ABTSH+

et entrainant la décoloration de la solution (Re et al., 1999).

Pour préparer la solution mére d'ABTS, on mélange 5 ml d'eau et 19,2 mg d'ABTS avec 3,3
mg de K,S,0g, puis on laisse le mélange réactionnel incuber a I'obscurité pendant 16 heures a
température ambiante. La solution fille de travail d'ABTS + est obtenue en diluant la solution mére

d’ABTS avec de I'eau jusgqu'a obtenir une absorbance d'environ (0,7) a 734 nm (Re et al., 1999).

Dans chaque tube des prises de 1ml des différentes concentrations (0-1mg/ml) des extraits
de la plante encapsulé et nonencapsulé et 160 ul de la solution d’ABTS. Ont été incubés a

I’obscurité pendant 30 minutes. La lecture des absorbances est effectuée a 734nm.

L’activité antioxydante a été calculée en utilisant la formule suivante :

o [(absorbance du contréle — absorbance de I'échantillon)
% inhibition = - x 100
absorbance du controéle

Les pourcentages d’inhibition du radical ABTS ont été tracés en fonction des concentrations

d’extrait pour déterminer 1'index IC50.

2.8. Analyse statistique
Le calcul des moyennes plus ou moins 1’écart type des trois répétitions ainsi que les
représentations graphiques ont été effectués par Excel 2013 (Microsoft Excel Version 3. 2013,
Microsoft Corp., Redmond, WA, USA). Un test ANOVA a un seul facteur suivi par test Post hoc —
Tukey a été réalis¢ a 1’aide du logiciel Minitab® LLC (MinitabStatistical Software for
windowsreleased 2019, version 19.1.1.0, Minitab, LLC sis 1829 Pine Hall Road, State College, PA,
USA) pour comparer moyennes obtenues. Les lettres en exposant ; a, b, ¢, d indiquent une

différence significative au seuil de signification 0,05. Les spectres de 1’analyse FTIR ont été traces
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par OriginLab 9.6(OriginLab Corporation. (2019). OriginPro 2019 SR1 (version 9.61.0000).
Northampton, MA, USA).
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1. Teneurs en composés phénoliques de fruits de I’arbousier

1.1. Courbes d’étalonnage
Les quantitées de polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins ont été déterminées en
utilisant des courbes d'étalonnage de l'acide gallique, de la quercétine et de l'acide tannique,
respectivement. Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d'acide gallique par
gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES) pour les polyphénols totaux, en milligrammes équivalents de
quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g ES) pour les flavonoides, et en milligrammes

équivalents d'acide tannique par gramme d’extrait sec (mg EAT/g ES) pour les tanins.

1.2. Teneurs en polyphénols totaux
Les quantités de polyphénols correspondantes a chaque échantillon ont été calculées a partir

de la courbe d'étalonnage (figurel7) en utilisant I'équation suivante : Y=0.6297X +0.0311
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Figure 17: Courbe d’étalonnage d’acide gallique.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux obtenus sont présentés dans le tableau 3 :

Tableau 3: Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/g ES).

Tableau 3:Teneur en polyphénols totaux.

Extrait encapsulé dans Extrait encapsulé dans

Extrait non encapsulé des levures intactes des levures plasmolysées
Teneur en
polyphénols 6,808+0.49° 1,469+0.24° 1,901+0.54°
mg EAG/g ES
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L'analyse de variance (ANOVA) révele des différences significatives dans les teneurs en
polyphénols totaux entre les trois échantillons étudiés : I'extrait non encapsulé, I'extrait encapsulé
dans des levures intactes et I'extrait encapsulé dans des levures plasmolysées. Cette différence

significative est indiquée par une valeur de p inférieure a 0,05.

Avant l'encapsulation, la teneur en polyphénols était de 6,80 + 0,49 (mg EAG/g ES).
Cependant, aprés l'encapsulation, on observe une diminution significative de la teneur en
polyphénols dans les deux types d'encapsulation. L'extrait encapsulé dans des levures intactes
présente une teneur en polyphénols de seulement 1,46 £ 0,24 (mg EAG/g ES), tandis que I'extrait
encapsulé dans des levures plasmolysées affiche une teneur de 1,90 + 0,54 (mg EAG/QES).

Ces résultats indiquent clairement une réduction notable de la concentration de polyphénols
dans les deux types d'encapsulation par rapport a I'extrait initial non encapsulé. Cependant, il est
important de noter que la réduction est plus marquée dans l'extrait encapsulé dans des levures
intactes, ou la teneur en polyphénols est considérablement plus basse que dans I'extrait encapsulé

dans des levures plasmolysées.

En ce qui concerne la comparaison entre les deux types d'encapsulation, les résultats montrent
que la rétention des polyphénols totaux est meilleure lorsque des levures plasmolysées sont
utilisées. Cela suggére que les levures plasmolysees offrent une meilleure protection aux
polyphénols, ce qui permet de préserver leur concentration plus efficacement par rapport aux
levures intactes.

Les résultats obtenus ont été confirmés en calculant I'efficacité d'encapsulation. Les données

correspondantes sont présentées dans la figure 18.
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Figure 18: Efficacité d’encapsulation des polyphénols totaux.
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Une différence significative (p < 0,05) a été observée entre les microcapsules contenant les
levures intactes et celles contenant les levures plasmolysées. Lors de I'évaluation de I'efficacité
d'encapsulation de I'extrait dans les levures intactes, il a été constaté que seulement 21,47+0.56%
des polyphénols présents dans I'extrait initial ont été encapsulés avec succes. Cette faible efficacité
d'encapsulation suggere une perte substantielle de polyphénols lors du processus d'encapsulation
des levures intactes. En revanche, I'efficacité d'encapsulation de I'extrait encapsulé aprés plasmolyse
a montré des performances améliorées, atteignant 27,94+0.57%. Ces résultats indiquent qu'une
proportion plus éleveée de polyphénols de I'extrait initial a été encapsulée avec succés aprés le

traitement de plasmolyse.

1.3. Teneur en flavonoides
Les quantités de flavonoides correspondantes a chaque échantillon ont été calculées a partir de
la courbe d’étalonnage (figure 19) en utilisant 1’équation suivante :

Y=0.5901x+ 0.0704.

0,7
y = 0,5901x + 0,0704 RS

0,6 R%=0,9449

0’5 °

0,4

0,3

Absorbances

0,2

0,1 ".__.....

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentrations (mg/ml)

Figure 19:Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Les teneurs en flavonoides obtenus sont enregistrés dans le tableau 4 :

Tableau 4:Teneurs en flavonoides (mgEQ/g ES).

Extrait non Extrait encapsulé dans  Extrait encapsulé dans
encapsulé des levures intactes des levures plasmolysées
Teneurs en flavonoides
(mg EQ/g ES) 4,7034+0,23° 2,9873+0.,01° 2,0297+0,12°
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L'analyse ANOVA a révélé une différence significative (p < 0,05) entre les trois échantillons,
indiquant une variation notable de la concentration de flavonoides. L'extrait non encapsulé
présentait une concentration élevée de flavonoides, mesurée a 4,7034 + 0,23 mg EQ/QES, ce qui

témoigne d'une présence significative de ces composes.

Suite a l'encapsulation, la concentration de flavonoides dans I'extrait encapsulé dans des
cellules de levures intactes a considérablement diminué pour atteindre 2,9873 + 0,01 mg EQ/gES.
Cette valeur indique une reduction significative par rapport a la concentration initiale de I'extrait
non encapsulé (4,7034 + 0,23 mg EQ/g ES).

De plus, la plasmolyse des levures a engendré une diminution significative de la concentration
de flavonoides, qui s'est établie a 2,0297 + 0,012 mg EQ/g ES. Cette valeur est inférieure a la
concentration initiale de l'extrait non encapsulé, démontrant ainsi une réduction notable de la
concentration de flavonoides aprés le processus de plasmolyse des levures. Par conséquent, la
plasmolyse a entrainé une diminution plus prononcée de la concentration de flavonoides par rapport
a I'extrait encapsulé dans des cellules intactes.

L’efficacité d’encapsulation des flavonoides est montrée dans la figure 20.
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Figure 20: Efficacité d’encapsulation des flavonoides.

Lors de I'encapsulation dans des levures plasmolysées, l'efficacité d'encapsulation a été
mesurée a 42,97+0.54%, ce qui signifie que seulement 42,97+0.54% des flavonoides présents dans

I'extrait initial ont été encapsulés avec succes apres la plasmolyse des levures. En revanche, dans le
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cas de I'encapsulation dans des levures intactes, I'efficacité d'encapsulation s'est élevée a
63,40+0.81%. Cette valeur indique que 63,40+£0.81% des flavonoides de I'extrait initial ont été
encapsulés avec succes sans subir la plasmolyse des levures. Il est important de noter que cette
valeur est supeérieure, suggérant ainsi qu'une plus grande proportion de flavonoides de I'extrait
initial a été préservée lors de I'encapsulation dans des levures intactes par rapport a I'encapsulation

dans des levures plasmolysées.

1.4. Teneur en tanins

La courbe d'étalonnage des tanins, établie en fonction des variations d'absorbance de l'acide

tannique a différentes concentrations (figure 21), revét une importance capitale dans cette étude.

L'équation obtenue, Y=0.7049x+0.1169.
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Figure 21:Courbe d’étalonnage de ’acide tannique.

Les teneurs en tanins obtenues sont montrées dans le tableau 5.

1,2

Tableau 5:Teneurs en tanins (mg EAT/g d’extrait sec).

Extrait encapsulé

Extrait encapsulé

Extrait non dans des levures Dans des levures
encapsulé intactes plasmolysées
Teneurs en tanins
mg EAT/g ES 0,138:0,25 0,106:0,15° 0,114+0,57°

36



Résultats et discussion

Il 'y a une différence significative (p < 0,05) entre les extraits avant et aprés I'encapsulation.
Avant I'encapsulation, la teneur en tanins de l'extrait était de 0,138+0,25 mg EAT/g ES. Apres
I'encapsulation, nous avons mesuré la teneur en tanins dans les levures intactes et les levures
plasmolysées, qui étaient respectivement de 0,106+0,15mg EAT/g ES et 0,114+0,57 mg EAT/g ES.

On observe une diminution de la teneur en tanins apres I'encapsulation, tant dans les levures
intactes que dans les levures plasmolysées. Cela suggére que I'encapsulation a un effet négatif sur la

quantité de tanins présents, en les réduisant.

En ce qui concerne l'encapsulation dans les levures plasmolysées et les levures intactes, la
teneur en tannins est légerement plus élevée dans les levures plasmolysées par rapport aux levures

intactes.

En termes d'efficacité d'encapsulation, nous avons mesuré une efficacité de 80,702+0,85 %
dans les levures intactes et de 85,088+0,24 % dans les levures plasmolysées. Ces valeurs indiquent
que l'encapsulation est plus efficace dans les levures plasmolysées, suggérant que la plasmolyse

peut favoriser la capture et la rétention des tanins dans les levures (figure 22).
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Figure 22: Efficacité d’encapsulation des tanins.
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Notre étude a démontré une meilleure efficacité d'encapsulation des polyphénols totaux et des

tanins dans les levures plasmolysées par rapport aux cellules intactes.

Ces résultats concordent avec I’étude réalisée par Shi et al.2007qui ont également observé une
augmentation significative de I'efficacité d'encapsulation grace a l'utilisation de la plasmolyse. Ils
ont constaté une augmentation notable de I'efficacité d'encapsulation de I'acide chlorogénique
hydrosoluble, passant de 6,2% dans les levures intactes a 12,6% dans les levures plasmolysées. Ces
résultats suggerent que l'utilisation de la plasmolyse conduit a une amélioration notable de

I'efficacité d'encapsulation par rapport aux échantillons encapsulés dans des cellules intactes.

Des études antérieures soutiennent également I'idée que la plasmolyse peut étre une stratégie
prometteuse pour améliorer I'efficacité d'encapsulation des polyphénols et d'autres composes
bioactifs. Par exemple, Kavosi et al. (2018) ont rapporté que la plasmolyse permettait d'obtenir des
valeurs d'efficacité d'encapsulation plus élevées. De plus, Dadkhodazade et al. (2018) ont également
signalé que I'utilisation de la plasmolyse avant la procédure d'encapsulation conduisait a une

amélioration de I'efficacité d'encapsulation.

Des études comparatives ont renforcé ces résultats en démontrant que I'encapsulation dans des
cellules plasmolysées est plus efficace que dans des cellules intactes, méme avec différentes
substances actives telles que I'huile de graines de pourpier, le cholécalciférol, la berbérine
(Paramera et al., 2011) et la curcumine (Ruphuy et al., 2020).

La plasmolyse fragilise la membrane cellulaire, facilitant ainsi la diffusion des molécules.
Cependant, certains composés hydrosolubles rencontrent des difficultés pour traverser les
membranes plasmiques en raison de leur faible solubilité, qui est attribuable a leur hydrophilicité
élevée ou a leur caractere ionique. Pour pallier cette limitation, une méthode couramment utilisée
consiste a soumettre les cellules a une plasmolyse, un traitement visant a perturber ou affaiblir les
membranes cellulaires. Cette approche permet de faciliter la diffusion des composés hydrosolubles
a l'intérieur des cellules. Des études ont démontré que la plasmolyse induit une augmentation de la
fluidité membranaire chez les levures, ce qui influe sur l'efficacité d'encapsulation des molécules
hydrophobes (Paramera et Konteles, 2011). Il est important de noter que les traitements
plasmolytiques affectent non seulement l'intégrité de la membrane plasmique, mais aussi celle de

pratiqguement toutes les organites cytoplasmiques (Salari et al ., 2013).

Les tanins sont des composés phénoliques de haut poids moléculaire connus pour leur
capacité a former des complexes et a interagir avec les protéines. La plasmolyse peut favoriser la

formation de structures plus compactes; lorsque les cellules se déshydratent, les molécules de tanin
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peuvent se rapprocher les unes des autres et former des agrégats plus denses. Cette compaction des

tanins peut faciliter leur encapsulation efficace (Orlean , 2012).

En revanche, concernant les flavonoides, nous avons constaté une diminution de I'efficacité
d'encapsulation dans les levures plasmolysées par rapport a I'extrait encapsulé dans les cellules
intactes. Ces résultats different de ceux de I'étude menée par Shi et al. (2007), qui ont observé une
augmentation de I'efficacité d'encapsulation grace a la plasmolyse. Cette diminution de I'efficacité

d'encapsulation suggere un effet négatif de la plasmolyse sur les flavonoides.

La baisse de l'efficacité d'encapsulation des flavonoides dans les levures plasmolysées par
rapport aux cellules intactes peut étre attribuée a la composition chimique des flavonoides. En effet,
ces composés sont souvent liés a des glycosides qui sont plus solubles et qui interagissent avec la
membrane cellulaire de la levure, améliorant ainsi le processus d'encapsulation (Gullon et al.,
2017). Ces résultats concordent avec ceux de Paramera et al. (2011), qui suggérent que la
plasmolyse n'a pas d'impact sur la quantité finale de flavonoides encapsulés dans les cellules de
levure. Cela indique que les flavonoides sont capturés a l'intérieur des cellules de levure grace a des

interactions et des liaisons spécifiques avec la membrane et la paroi cellulaire.

2. Analyse FTIR

Les resultats de FTIR sont montrés dans la figure 23 :
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Figure 23: Analyse FTIR.
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Les spectres FTIR de S. cerevisiae révélaient des régions spectrales bien définies (Figure 23)
qui correspondaient a des vibrations spécifiques de constituants chimiques présents dans la cellule
de levure. Comme l'ont déja signalé Szeghalmi et al. (2007) pour les champignons, il était
impossible de différencier le cytoplasme (qui contient divers organites tels que le noyau, les
mitochondries et les vacuoles de stockage) des composants de la paroi, y compris les
mannoprotéines et les sucres (chitine, glucanes...) (Saulou et al., 2010). Les principales
caractéristiques observées (Figure 23) étaient les vibrations caractéristiques des protéines (amide | a
1 600 a cm-1 et amide Il dans la région de 1 480 a 1 500 cm-1), des acides nucléiques (de 1 180 a 1
300 cm-1) et des glucides (de 1 080 a 1 200 cm-1). La plage de 2 800 a 3 000 correspondait aux
acides gras et aux lipides (vibrations d'étirement des liaisons C-H, incluant les groupes fonctionnels
CH2 et CH3) (Cheeseman et al., 2021). Une bande intense entre 3 000 et 3 500 cm-1,

correspondant & la liaison NH des protéines, a été détectée (Saulou et al., 2010).

Les bandes d’absorption identifiées dans I’extrait sont :Bande OH : La bande d'étirement de
I'nydroxyle (OH) se situe généralement entre 3200 et 3600 cm-1. Elle est associée aux groupes

phénoliques et aux groupes hydroxyles présents dans les polyphénols.

Bande C=0 : La bande de vibration de la liaison carbonyle (C=0) se trouve généralement
entre 1650 et 1750 cm-1. Elle est souvent observée dans les polyphénols contenant des groupes

cétones ou des groupes aldéhydes.

Bande C=C : La bande de vibration de la double liaison carbone-carbone (C=C) se situe
généralement entre 1500 et 1600 cm-1. Elle est caractéristique des polyphénols contenant des cycles

aromatiques.

Bande C-O : La bande de vibration de la liaison carbone-oxygéne (C-O) se trouve
géneralement entre 1000 et 1300 cm-1. Elle est souvent presente dans les polyphénols contenant des

groupes alcools, des esters ou des éthers.

Le spectre IR des microcapsules de levure est présenté dans la figure .....et comprend de
nombreux pics d'absorption caractéristiques d’extrait mais leur intensité d'absorption et leur
fréquence ont changeé. Le spectre de ces microcapsules est clairement différent du melange
physique). Par exemple, les pics d'absorption & entre 500 et 900cm-1 des extraits ont disparu, et
I’apparation d’une nouvelle liaison sur le spectre des polyphénols encapsulés, ce qui implique la
présence de liaisons hydrogéne extrait -cellule et d'interactions hydrophobes, respectivement
(Paramera , 2011).
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Les larges bandes d'absorption a 3342 cm-1 peuvent étre le chevauchement des bandes
d'absorption des vibrations valentes NH des protéines des cellules de levure et de OH des
polyphénols . Selon Larionova et al. (1999) et Ci et al. (2002), les bandes d'absorption a 1537 et
1657 cm-1 des microcapsules peuvent étre attribuées aux bandes amide Il et | des protéines des
cellules de levure chevauchées par les vibrations d'étirement conjuguées C=C et les vibrations

squelettiques de I'anneau aromatique des polyphénols.

Ainsi, en tenant compte des interactions possibles entre les polyphénols et les protéines et les
polysaccharides, des changements de forme et d'intensité entre les microcapsules et les cellules de
levure, ainsi que la disparition de I'absorbance des polyphénols, indiquent que les extraits
phénoliques ont été encapsulés dans les cellules de levure. La bande C-O : La bande de vibration de
la liaison carbone-oxygene (C-O) se trouve genéralement entre 1000 et 1300 cm-1 qui provient des
glucides des levures ou C-O des polyphénols. Elle est souvent présente dans les polyphénols

contenant des groupes alcools, des esters ou des éthers.

3. Effet de I’enacpsulation sur P’activité antioxydante de ’arbousier

Les résultats de 1’étude portant sur l'activité antioxydante basée sur la capacité de piégeage
des radicaux DPPH et ABTS de l'extrait d'arbousier avant et apres 1’encapsulation sont présentés
par les valeurs de I'lC50, qui représentent la concentration nécessaire pour inhiber 50 % de I'activité

antioxydante et sont rapportés dans le Tableau 6.

Tableau 6: Valeurs d’IC50 (mg/ml).

échantillon/1C50 DPPH (mg/ml) ABTS (mg/ml)
Extrait 0,14+0,2° 0,36+0,55"
Extrait encapsulé dans des 0,13+0,94° 0,106+0,26°
levures intactes
Extrait encapsulé dans des 0,16+0,87° 0,108+0,85°

levures plasmolysées

Les fruits de I'arbousier se distinguent par leur remarquable activité antioxydante, grace a leur
richesse en antioxydants précieux. En effet, ils renferment une variété de composés phénoliques tels
que les anthocyanes, les flavonoides, les dérives d'acide gallique et les tanins, ainsi que des

vitamines C et E, et des caroténoides (Pallauf et al.,2008 ; Tavares et al.,2010).

D’aprés Morgadoa et al.(2018), de nombreuses études ont montré une puissante activité

antioxydante d’A. unedo L., a savoir des feuilles et des fruits. Ces derniers possedent un effet de
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piégeage élevé contre le radical 2,2-diphényl-I-picrylhydrazyl (DPPH) et un effet puissant dans

I’élimination des radicaux superoXydes.

Pour DPPH, Avant I'encapsulation, I'extrait a présenté une activité antioxydante avec un 1C50
de 0,14+0.2 mg/ml. Cela indigue que le produit a une forte capacité a neutraliser les radicaux libres
et a prévenir les dommages oxydatifs. En outre, il est mentionné dans plusieurs travaux que le
groupe hydroxyle (OH) dans le cycle aromatique des antioxydants phénoliques est lié a I'activité
antioxydante des extraits DPPH. Cependant, l'activité significative de piégeage des radicaux de
différents extraits peut dépendre de la présence d'un nombre plus élevé de groupes hydroxyle dans

le noyau phénolique (Olajuyigbe et Afolayan, 2011).

Apres I'encapsulation, les échantillons encapsulés dans des levures intactes ont présenté une
Iégere amélioration de l'activité antioxydante avec un IC50 de 0,13+0.94 mg/ml, tandis que les
échantillons encapsulés dans levures plasmolysées ont montré une légére diminution de ’activité
antioxydante, avec un 1C50 de 0,16+0.87mg/ml. Cela est peut-étre di a la teneur en flavonoides qui
révélé un taux d’encapsulation plus élevé dans des cellules intactes que les cellules plasmolysées.
Parmi tous les métabolites secondaires présents dans les plantes, ces molécules se distinguent par
leur potentiel antioxydant exceptionnellement élevé, ce qui se traduit par des effets bénéfiques sur
divers processus biologiques. (Doukani et al., 2015 ; Olajuyigbe et Afolayan, 2011). Ils exercent

leur capacité antioxydante par le biais de divers mécanismes d'action.

Tout d'abord, ils se lient aux métaux de transition qui catalysent la peroxydation lipidique,
bloquant ainsi la propagation des réactions d'oxydation. De plus, ils inhibent I'attaque des oxydants
sur les cibles cellulaires en donnant des électrons et en piégeant les radicaux libres. Les flavonoides
renforcent également la capacité antioxydante cellulaire en stimulant la production d'antioxydants
endogenes. lls agissent comme d'excellents piégeurs de radicaux libres en donnant rapidement un
atome d'hydrogéne aux radicaux libres. En genéral, l'activité antiradicalaire des flavonoides dépend
de la structure moléculaire et de la substitution des groupes hydroxyles, ce qui favorise la

stabilisation des radicaux phénoxyles résultants par délocalisation (Seifu et al., 2012).

En comparant les valeurs de I'IC50, il est observé que I'encapsulation des échantillons intacts
et plasmolysés a conduit a une activité antioxydante légérement inférieure a celle de I'extrait non

encapsulé.

Pour ABTS, Les valeurs IC50 indiquent la concentration nécessaire pour inhiber 50% de
I'activité du radical libre ABTS.
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Comparativement a I'extrait non encapsulé qui présent une valeur de IC 50 = 0.36, les extraits
encapsulés, gu'ils soient dans des levures intacts ou plasmolyses, présentent des valeurs 1C50 plus
faibles qui sont identiques (1C50=0.10). Cela révele que l'encapsulation a amélioré l'activité
antioxydante de maniére significative. Ces résultats suggérent que I'encapsulation, qu'elle soit
intacte ou plasmolysée, a amélioré I'activité antioxydante des extraits.

Cela est peut-étre di a I’activité de la levure ou de la synergie crée entre les polyphénols et les
capsules de levures. La levure est riche en antioxydants tels que les polyphénols, les flavonoides,
les caroténoides et les vitamines (Maeta et al ., 2007 ; Datta et al .,2017). Des études ont demontré
que la levure possede une activité antioxydante. Elle inhibe la peroxydation lipidique, capture les
radicaux libres comme le DPPH et réduit les especes réactives de I'oxygene telles que le peroxyde
d'’hydrogéne et le radical superoxyde (Moghaddam et al .,2017). La levure utilise plusieurs
mécanismes pour exercer son activité antioxydante, notamment des enzymes telles que la SOD, la
catalase et la glutathion peroxydase, qui neutralisent les radicaux libres par des réactions de
détoxification (Jensen et al ., 2004).

Nos résultats mettent en évidence une disparité entre les deux méthodes utilisées pour
quantifier l'activité antioxydante. Les valeurs d'IC50 révelent que l'activité antioxydante mesurée
par le test ABTS est plus élevée que celle mesurée par le test DPPH. Cette disparité est attribuée a
la différence de solubilité entre ces deux radicaux. En effet, 'ABTS+ est soluble & la fois dans des
milieux organiques et aqueux, tandis que le DPPH est uniquement soluble dans des milieux
organiques, plus spécifiquement alcooliques, ce qui lui permet d'évaluer I'activité antioxydante des
composés solubles uniqguement dans les milieux organiques. Ainsi, le test ABTS+ permet d'étudier a

la fois les agents hydrophiles et lipophiles (Floegel et al.,2011).

43



Conclusion




Conclusion

L'encapsulation des polyphénols a I'intérieur de cellules de levure représente une approche
prometteuse avec un large éventail d'applications potentielles dans divers domaines, notamment
dans l'industrie agroalimentaire. Cette technique offre la possibilité d'utiliser ces composés comme

des antioxydants naturels, évitant ainsi le recours a des antioxydants synthétiques.

L'encapsulation des polyphénols au sein des cellules de levure permet de préserver leur
intégrité en les protégeant contre I'oxydation et la dégradation, ce qui peut améliorer leur efficacité

et prolonger leur durée de conservation.

Notre étude a été réalisée pour évaluer I'efficacité d'encapsulation des polyphénols de
I'arbousier (Arbutus unedo L.) dans des cellules de levure, en utilisant des levures intactes et des
levures plasmolysées. Les résultats ont montré une différence significative entre les deux types de

levures en termes d'efficacité d'encapsulation.

L'encapsulation dans les levures intactes a montré une faible efficacité avec une perte
substantielle de polyphénols, tandis que l'encapsulation aprés plasmolyse a amélioré I'efficacité.
Cette différence suggére que la plasmolyse peut favoriser la capture et la rétention des polyphénols
dans les levures. De plus, l'encapsulation a entrainé une réduction de la concentration de
flavonoides et de tannins. En revanche, une Iégére hausse de la teneur en tanins a été observée dans
les levures plasmolysées par rapport aux levures intactes.Avant l'encapsulation, I'extrait d'arbousier
a démontré une forte activité antioxydante, avec la capacité de neutraliser les radicaux libres.Pour la
méthode DPPH, apres I'encapsulation dans des levures intactes, l'activité antioxydantes'est
améliorée, tandis que I'encapsulation dans des levures plasmolysées a légérement réduit cette
activité. Pour ce qui est du test ABTS, I'encapsulation a considérablement amélioré I'activité
antioxydante des extraits, réduisant les valeurs de I'lC50, indépendamment de I'encapsulation dans
des levures intactes ou plasmolysées. Ces résultats suggérent une amélioration significative de
I'activité antioxydante grace a I'encapsulation. Les résultats de cette étude ouvrent de nombreuses
perspectives intéressantes pour la recherche future sur l'activité antioxydante des composes

phénoliques de I'arbousier Arbutus unedo L, encapsulés dans des cellules de levure.

Pour améliorer les futures recherches, il est recommandé de poursuivre l'optimisation des

techniques d'encapsulation des polyphénols dans des cellules de levure.
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Cela peut étre réalisé en explorant différentes approches d'encapsulation, telles que
l'utilisation de coacervation ou d'extrusion, ainsi que l'ajout de revétements protecteurs

supplémentaires pour ameéliorer la stabilité et la biodisponibilité des polyphénols encapsulés.

Il serait également bénéfique d'évaluer la biodisponibilité des polyphénols encapsulés en
étudiant leur libération dans le tractus gastro-intestinal et leur absorption par l'organisme.
Parallelement, il est important de mener des études approfondies sur la stabilité des polyphénols
encapsulés, en examinant les facteurs qui pourraient affecter leur intégrité et leur activité, tels que

les conditions de stockage et les interactions avec d'autres composants alimentaires.

Pour élargir les perspectives d'application, il serait intéressant d'évaluer I'efficacité biologique
des polyphénols encapsulés dans des modeles cellulaires et animaux pertinents. Cela permettrait de
déterminer leur impact potentiel sur des processus biologiques spécifiques, tels que I'inflammation,

le stress oxydatif ou les maladies chroniques.

En outre, il est crucial de mener des études approfondies sur la sécurité des polyphénols

encapsulés, en évaluant leur toxicité potentielle, leur innocuité et leurs éventuels effets indésirables.
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