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INTRODUCTION GENERALE

La banane-dessert est la premiére production ratendruitiere, devant les raisins et
'orange. Prés de 100 pays produisenasede 1200 espéces existent (Cirad-Flhor,
2003 ; Heslop-Harrison and Schwarzacher Trude, 2d®&lon la base statistique de la Food and
Agriculture Organization (FAO), en 2006, 105 mili®de tonnes de bananes ont été produites : 72
millions de tonnes de bananes-dessert essentigitasnesous-groupe Cavendish et 33 millions de
tonnes de plantains. Cependant, moins du cinqudaria production de banane dessert fait I'objet
d’'un commerce international estimé a plus de 4,8liands de dollars américains (Lescot et al,
2008). La banane-dessert est le fruit le plus egpdans le monde avec 14 millions de tonnes/ an
(Loeillet, 2005). C’est en valeur, le cinquiemeduit agricole du commerce mondial, aprés le café,
les céréales, le sucre et le cacao (Lescot, 20G6)production et le commerce des bananes
constituent, dans les pays de production des ergeciw-économiques et politiques importants. La
géographie internationale de la banane fait appardés flux Sud-Nord, de I'’'Amérique Centrale
vers I’Ameérique du Nord, des flux transatlantiques ’Amérique Centrale et des Antilles vers
I'Europe ; et dans une moindre mesure des fluxspacifiques, le Japon se fournissant aussi au sud
des Philippines. L'Inde, le Brésil, 'Equateur, [Bhilippines, la Chine et I'lndonésie se partagent
55% de la production mondiale totale, mais I'InddeeBrésil n’interviennent pratiquement pas
dans le commerce mondial (Lassoudiére, 2007).

On distingue deux grands modes de production. Diang on a une filiere en monoculture, de type
agro-industriel, sans rotation, qui fait appel andenbreux intrants, et dont les fruits sont desti&é
I'exportation. Les bananiers sont plantés de 9Q0GD plants a I'hectare. Les rendements en fruits
peuvent atteindre 50 a 70 tonnes/an. D’'autre martdistingue une filiére en polyculture qui
exploite une multitude de cultivars, adaptés aédiffites situations culturales. Les systemes de
production ne font généralement pas appel aux nits#rala production est destinée a
'approvisionnement des marchés locaux. Les rendesysont faibles, ils atteignent 6 a 15 tonnes

/an pour la banane plantain (Bakry et al, 1997).
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En ce qui concerne les Antilles francaises, laabardessert, du sous-groupe Cavendish, est
la premiére production agricole d’exportation. E302, 330 000 tonnes ont été exportées. Elles
représentaient environ 40% de la production tagh&cole antillaise.

Devant les difficultés croissantes de commerciatisade la production antillaise sur les marchés
de prédilection européens, liées a la concurreada danane des pays tiers sur ces mémes marchés
(Marchal, 1993), il est intéressant de recherclesrvbies de valorisation de la production agricole
par sa transformation et sa valorisation a tradessmolécules créditées de propriétés biologiques.
Il s’agit également de pouvoir valoriser les écdddriage (15-20% de la production ) qui résultent
des criteres de qualité trés stricts appliqués pgue la banane antillaise Cavendish reste
compétitive face a la banane dollar, dans le dirdaicommercialisation. La banane dollar est le
nom donné aux petits producteurs indépendants, nestEment en Amérique du Sud,
approvisionnant des multinationales de la banams da rapport de force défavorable (Loeillet,
2005).

Par ailleurs, nous ne saurions parler de nutritfonnalités ou d’intérét biologique sans évoquer le
procédés permettant d’extraire ces composés gpbfgphénols, stérols, amidon, et en particulier,
'amidon résistant). Il existe plusieurs méthodesulaction des matieres végétales. Actuellement,
la méthode la plus utilisée pour I'extraction digédes et des matiéres actives est I'extraction par
solvants. Les huiles essentielles sont extraitesvapeur (hydro distillation). Ces deux méthodes
d’extraction se font en général a des niveaux ogpésatures assez élevées et par conséquent, une
partie des extraits est susceptible de subir ugeadétion thermique en plus d’étre consommatrices
d’énergie. De plus, I'extraction par solvant fodium produit dont le trés faible niveau de résides
solvant doit respecter la réglementation défimee sens par TANSES, EFSA.

Depuis quelgues années, nous avons assisté a anecavtechnologique permettant de minimiser
et méme d’éliminer completement ces inconvénidhtsagit des technologies « libre de solvant »
comme les technologies membranaires, la flashntt¢FD) ou [I'extraction par fluide
supercritique (EFS).

Le CO2 supercritique utilisé comme fluide supelquié s’avere sélectif dans les séparations de
composeés sans laisser de résidus toxiques et saue rde dégradation thermique des produits
extraits.

La flash détente est un procédé permettant d’abtenbroyage fin et une libération des métabolites
obtenus par une mise sous vide brutale de la reatégétale placée au préalable dans une chambre

d’étuvage.
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Compte tenu du temps imparti et de la disponibdié équipements, les autres technologies « free
of solvent » telles que les technologies membragraiiont pas été retenues et testées.
Nos travaux de recherche ont porté sur :

- une caractérisation préalable physico-chimiquéadeariété Cavendish French West Indies
(FWI) pour un suivi de cette maturation (procegsiugsiologique dont dépend I'élaboration
de la qualité) et une discrimination objective dé&erents stades physiologiques.

- une caractérisation nutri-fonctionnelle avec attention particuliere portée aux molécules
polyphénoliques a forts potentiels nutrifonctiorsnielles que les catécholamines et aux
molécules phytostéroliques a fort potentiel et/aicité tels que les stéryls glycosylés
incluant la classe des sitoindosides. La littéetiait effectivement référence a de fortes
teneurs en dopamine (865 — 1900mg/100g MS peannd$a, 2002), stérols glycosydes au
sein de la peau de bananes, a maturitt commerEiake.teneurs en leucocyanidine sont
également recensées au niveau de la pulpe desdsagamaturité commerciale.

- une étude comparative des procédés de broyadjexttaction des molécules d’intérét afin
d’identifier quantitativement la méthode la plusaptée pour les molécules d'intérét:
extraction au CO2 supercritique versus extractiangolvant (Soxhlet) ; broyage par Flash
détente versus broyage mécanique a l'ultra-turrax.

- une étude in vitro des fonctionnalités nutritiehes telles que I'activité anti-ulcére, avec
une tentative de compréhension des mécanismesomiact

Il a effectivement été démontré que le stress axydala colonisation patielicobacter pylorisont

les deux principaux facteurs responsables des adcgastroduodénaux. Il s'agissait pour nous
d’évaluer I'action d’extraits polaires tels que [edyphénols et apolaires tels que les phytostérols
sur la croissance delelicobacter pylori Le role des polyphénols ayant déja été largement
investigué pour leurs activités antioxydantes, no@vons pas jugé utile de re-démontrer cette
activité antioxydante. Les travaux existants surdpacité antioxydante des polyphénols nous ont
donc servi de base de départ pour avancer plusRditeconséquent, nous ne présenterons pas dans
ces travaux de mesures d’activités antioxydantssliaux teneurs en polyphénols enregistrées.
Nous avons effectivement souhaité, dans ces travdéfinir une cartographie des molécules
d’intérét biologique en fonction des différentsdeta physiologiques de récolte et des stades de
madrissement. Le screening de la matiere premi@ananes Cavendish des French West Indies»
nous a permis d'appréhender, en fonction des diftérstades physiologiques, les teneurs et la
nature des molécules d’intérét nutri-fonctionnetletcompléter ainsi la littérature scientifique peu

développée sur le sujet.
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La dopamine, les stérols glycosylés incluant lsssdades sitoindosides IV identifiés a ce jour
uniquement dans trois espéces végétales Mlusia paradisiacaGhosal et al., 1984 ; Lagnika,
2005), Gnetum pendulur(Ligin wang, 2005, Lagnika, 2005) €@remanthodium ellisi{(Wang Ai-

Xia et al., 2004 ; Lagnika, 2009)amidon et plus particulierement, 'amidon résigtaequel est

non digestible et reconnu pour son action posdiv@iveau du colon ont retenu notre attention dans
la mesure ou la littérature fait état de tres ®rteneurs en dopamine et d’amidon (résistant et
digestible) chez la banane et respectivement @gapedu et la pulpe. De méme, le role joué par ces
molécules dans des activités cardiovasculairest [@odopamine et anti-ulcére, pour les stérols
glycosylés et polyphénols (flavonoides) est amplenienseigné dans la littérature scientifique.
Ainsi, il s'agissait, dans le cadre de nos travalecpouvoir examiner I'effet du stade de récolte et
des conditions d’induction et de déroulement dedduration post-récolte sur les teneurs du fruit en
composés d'intérét biologique et ce, dans la petsge de proposer une alternative a la
valorisation des déchets (peaux) et écarts decttegyrégimes de bananes présentant effectivement
des hétérogénéités en terme de développement fgigice des fruits, avec des bananes plus
avancees que d'autres dans les stades de maituamgo(diere 2007). Jullien et al., (2001) ont
estimé que la différence entre les premieres eliéles mains de bananes dessert était de 70 degrés
jour (dd)).
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PARTIE 1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre 1 — Géneéralités sur les Musaceae

1 — Origine et diversité génétique des bananiers

1.1 — Origine

Originaires d’Asie du Sud-est, la plus anciennedrfossile de bananiers date de I'ére tertiaire en
Inde. Ces derniers se sont répandus de I'IndeRolgnésie (Simmonds, 1962) avec un centre de
diversification semblant étre situé en Malaisieeoulndonésie (Daniells, 2001). Transporté par les
commercants, le bananier s’est propagé vers I'A&ide I'ouest il y a au moins 2500 ans (Mbida
Mindzie, 2001). En 1502, les Portugais améenenptesiiers bananiers des iles Canaries vers les
Caraibes, 'Amérique centrale et 'Amérique du Sulfest au dix-huitiéme siécle que la banane
prend véritablement son essor aux Antilles. Ce plus de cing millions de bananiers qui sont ainsi
recensés a cette époque.

Ce n’est cependant qu'au début di™Giecle gue la culture du bananier prend toutarsartsion

en Guadeloupe et Martinique. Apres la crise daatne a sucre dans les années 60, qui occasionne
notamment la fermeture de nombreuses distillefeefianane devient alors la premiére richesse
agricole des iles. Aujourd’hui, ce sont pres de @00 tonnes qui sont produites en Guadeloupe et
Martinique et qui sont expédiées chaque annéecipdalement vers I'Europe continentale. Si la
gualité des fruits demeure le principal objectifsdplanteurs, ces derniers ont également
énormément investi sur I'environnement.

Ainsi, depuis des millénaires, les migrations hureai et les échanges de matériel végétal ont
introduit le bananier dans des situations écolaggqgtrés différentes sur tous les continents
(Lassoudiere, 2007).

1.2 — Classification des bananiers

Les bananiers font partie de 'embranchement desrgphytes, 'embranchement le plus évolué

dans la classification (Bonnier G., 1986 ; Lavergheet Vera., 1989). lls sont phanérogames
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(plantes a fleurs). Les bananiers font partie dussembranchement des angiospermes (la feuille
carpellaire se ferme et constitue un organe ci&wgire, contenant les ovules). Ce sont des ptante
vivaces de la famille dddusaceaede I'ordre de<ingiberralesde la classe dédonocotylédones
Cette famille ne comprend que trois genres botasiga savoir (iMusellg tres peu représenté et
localisé en Asie, (iilEnsetene comportant pas d’espéces parthénocarpiquéd & genreMusa

Le genreMusa est de loin le plus répandu et le plus diversifiéest caractérisé par des
inflorescences avec des bractées insérées sépardesefieurs, a I'inverse du genkmsete Le
genreMusa comporte quatre sections (Cheesman, 1947, citépslop-Harrison, 2007) définies
sur la base du nombre de chromosomes et des ga@tigtes morphologiques : lésustralimusa
(n=10) ; lesCallimusa(n=10) ; lesRhodochlamy¢n=11) et enfin le€umusa(n=11) avec 10 a 12
espéeces qui constituent le genre le plus divergficomprend plus de 1000 variétés dont les
plantains (Lassoudiere, 2007). Une étude basée '8P (Amplified fragment length
polymorphism) propose de réduire de 4 a 2 groupgehreMusaen regroupant leRhodochlamys
avec leskumusaet lesAustralimusaavec lesCallimusa (Wong et al., 2002)Ces regroupements
n’'ont pas a ce jour été retenus (Perrier et alL1p0

La majorité des variétés de bananiers sont isseesddux espéces a graindsisa acuminata
(génome A) etMusa balbisiana(génome B) ou de leur croisement qui a donné @adss a
différentes variétés de bananiers (Simmonds el @h5). Musa acuminataaux multiples formes,
trouve son origine en Birmanie, en Thailande, eto¢hine et a BornédVusa balbisianaest
originaire de I'iInde, du Nord de la Birmanie, dd sie la Chine, du Sri Lanka, des Philippines et de
I'est de la Nouvelle-Guinée. Les bananes desemtlbnt nées de I'une ou deux de ces espéces.

Du point de vue botanique, on distingue les bamarséminiféres ou bananiers sauvages a fruits
non comestibles des bananiers a fruits parthéniggeep et comestibles. Les variétés sauvages, a
fruits non comestibles sont toutes diploides (AAB8). Les variétés cultivees actuellement sont
généralement des clones triploides stériles etriagse(AAB et ABB), issus soit de croisements
interspécifique entre les 2 principales espécesrstémes diploides Nlusa acuminata et Musa
balbisiang, soit de croisement intra spécifique d'une sadpécevViusa acuminatatelle que la
varietéCavendisi{AAA). Figure 1 ; tableau 1.
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M. acuminata Hybrides M. balbisiana

Espéces sauvages @

Sélection de la parthénocarpie

Cultivars diploides fertiles, primitifs

Sélection de la stérilité

Cultivars diploides

Cultivars triploides

0,

Figure 1 — Evolution des principaux groupes genomesqde la série Eumusa (Jones, 2000) W :

sauvage (Wild type )
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Sous-groupe Cultivars Type de fruit  Distribution
Groupe AA
Sucrier Fizang Mas, Fayssinetie, Figue sucrdée  dessert sucre Tous continents
Psang Lilin - dessart Indonésie, Malaisie
Pisang Berangan - dessart Indonésie, Malaisie
Lakatan - dessart Philippines
Groupe AAA
Cavendish Lacatan, Poyo, Williams, dessart Pays exportateurs
Grande Maine, Patite Maine
Gros-Michel Gros Michel, Highgate, Cocos dessert Tous continents
Philippines
Figue Rose Figue Rose rose, Figue Rosa verte dessart Pacifique, Antilles, Afrique de 1"Est
Lujugira Intunta, Mujuba A bigre, i coire  Indonésie, Afriqus
Ihota Yangambi km3 dessart
Groupe AB
Mey Poowan Sait Welchi, Sukari dessart acide Inde, Afrique de I"Est
Groupe AAR
Figue Pomme Maga, Silk dessert acide Tous continents
Pome Prata dessart acide Inde, Malaisie, Australie, Brésil, Afrique de
I"Cast
Mysora Fizang Cavlan dessart acide Inde
Pisang Kelat Fizang Kelat dessert Inde, Malaisie
Pisang Fajah Fizang F.ajah Bulu A cuire Malaisie, Indonésie
Plantains French corne, Faux corne A cuire Afrique du Centre et de 1"Ouest, Caratbes,
Ameérique latine
Popoulon Fopoulon A cuire Pacifique
Laknao Laknao i cuire Philippines
Pisang Mangka  Pizang Nangka i coire Malaisie
Groupe ARB
Bloggos Bluggoe, Matavia, Polzan, Cacambon & coire Philippines, Cararbes, Amérique lating
Pelipita Pelipita A cuire Philippines, Amérigue latine
Pisang Awak Fougamou dessart Thailande, Inde, Philippines, Afrique de 1I"Est
Peyan - i cuire Philippines, Thailande
Saba Saba A cuire Philippines, Indonésie, Malaisie

au 1: Classification et répartition géographiqes grincipaux bananiers cultivés (Bakry et al.,

1997)

2 — Physiologie du bananier

2.1 — Appareil végeétatif

2.1.1 — Le systeme souterrain

Table

La partie souterraine du bananier est composée lalillve ou tige vraiepourvue de nombreuses

racines adventives qui apparaissent successivemertours de son développement. Ce bulbe
comporte un bourgeon central ou méristeme apicphrdir duquel sont initiées les ébauches
foliaires puis les ébauches florales. C’est donuagir de ce bulbe que sera initiée la fleur du

bananier qui deviendra le régime (Tezenas du Mrit685).
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Les racines du bananier prennent naissance a garér limite externe du bulbe dite corticale et de
sa partie interne dite médullaire. Les racines petnatteindre 2 a 3 metres de longueurs sur
certains sols. Elles sont cylindriques, de couldanchatre a leur émission puis elles jaunissent et
se durcissent en vieillissant. Ces racines prirmapertent un abondant chevelu de racines
secondaires.

Le bulbe du bananier porte aussi des bourgeonsalaté qui deviendront des ceilletons puis des
rejets. Chaque bourgeon peut se développer emmegédonner une nouvelle plante mais cela ne se
réalise que pour certains d’entre eux, plus fagsrigar certaines conditions, entre autres I'infbeéen
(dominance apicale, inhibition), le stade physiajog (floraison, récolte) du pied mere et les
interventions pratiquées par le planteur sur l¢stgesux-mémes (ceilletonnage). Les rejets sont
bloqués dans leur développement tant qu’ils restiachés a la plante dont ils sont issus, leurs

feuilles ayant alors une forme d’éperon.

2.1.2 — Les feuilles
Le méristeme terminal de la tige produit une sdee€0 a 30 feuilles de dimensions croissantes au
rythme d’une tous les 6 a 15 jours suivant les tmms de température, d’hydrométrie et
d’insolation. Le nombre de feuilles varie donc sele cultivar et les conditions environnementales
(Jones, 2000).
Ces feuilles dont la durée de vie est de 70 a @03, possedent une partie basale bien développée
appelée gaine foliaire. Au sommet de chaque gan@éseloppe le pétiole qui se prolonge par la
nervure centrale et supporte le limbe. Le pétideraide, robuste et apte a supporter le poids
important du limbe qui a 36 & 60 cm de large. Loeement des gaines les unes dans les autres, les
plus anciennes étant repoussées vers I'extériautepdéveloppement des plus jeunes au centre,

forment le pseudo-tronc du bananier. (Champion7196

2.1.3 — Les organes de la reproduction
2.1.3.1 — Les fleurs
Les bananiers sont monoiques. L’inflorescence centp@ la fois des fleurs femelles, des fleurs
hermaphrodites et des fleurs males.
C’est un épi de cymes unipares scorpioides : liaflerescentiel porte des bractées a l'aisselle
desquelles les fleurs sont en général inséréaedesrrangs. L'ensemble d’une bractée et des fleurs
correspondantes forme ce qu’on appelle communémeatmain, chaque fleur représentant un

doigt. [
| b s

y :
| bl
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La fleur fortement zygomorphe, est composée en iprdimu d’'un périanthe divisé en deux parties,
un ensemble soudé de 5 pétales (périgone) en@oalbiaxiale, et un pétale en position adaxiale.
L'androcée est constitué de 5 étamines. Lovaifereest triloculaire, pluri-ovulé, a placentation
axile (Champion J, 1967). La morphologie des flaliffere selon le niveau d’insertion de la cyme
sur I'axe inflorescentiel. Sur les dix premieresman moyenne, I'ovaire représente les deux tiers
de la hauteur totale de la fleur, le style et ignsate sont bien développés et certaines des é&amin
sont réduites a des staminoides. Ces fleurs stedg &melles et donneront ultérieurement des
bananes fruits.

Les mains suivantes portent des fleurs hermapla®ditec toutes les pieces bien développées, ce
sont les fleurs intermédiaires. Enfin, les fleutgées en position distale sur I'axe inflorescdriig

un ovaire réduit au tiers de leur hauteur totae,dtyles et les stigmates sont abortifs alorslegie

étamines sont bien développées. Ces fleurs s@ whifiles et ne donneront jamais de fruits.

2.1.3.2 — Le fruit
Le fruit du bananier est une baie contenant dasegavec une pulpe réduite (especes séminiferes)
ou bien seulement une pulpe parfois tres abondaspces parthénocarpiques). Chez les especes
séminiferes, la banane est remplie de grainese(dfiret 100 graines par fruit). Ces graines ont
moins d’un centimétre de diamétre, sont anguléds &rmes variées.
Les bananiers parthénocarpiques donnent des fioit$ la pulpe est un parenchyme riche en
amidon.

a- La maturation d’un fruit climactérique
Les bananes sont des fruits climactériques caisésepar un pic du taux de respiration et une salve
concomitante de la production endogene d’éthylanecours de leur processus de marissement.
L’éthylene étant I'hormone végétale qui régule wrgé éventail de processus relatifs au
développement végétal et aux réponses de I'enveroant (Pech et al., 2008).
Cette augmentation brutale de la synthése d’étbylérs de la maturation bananes est responsable
de linitiation de I'ensemble des modifications tiemiques et texturales subies par le fruit (Biale,
1964).
Vendrell et McGlasson, 1971 ont également démanqieede la capacité d’'un fruit climactérique a
synthétiser de I'éthylene ou de celle a répondde &éthyléne exogéne dépendait la capacité du
fruit @ marir. Il existerait deux systémes de prctthn d’éthyléne : un systéme qui permettrait de
produire un éthylene basal, systeme | et un ays@mme (systeme Il) qui, quant a lui participegait
'augmentation brutale de la synthése d’éthyleres fruits climactériques immatures possederaient

le premier systeme et I'éthylene exogéne auraitfiet inhibiteur sur la production endogene
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d’éthylene. Chez les fruits climactériques matligghyléne aurait, par contre, un effet stimulateur
sur sa propre synthése. La capacité a répondéttglene et a en synthétiser ne pourrait se preduir
gu'a un certain stade de développement de la plévendrell et McGlasson, 1971). On
distinguerait donc deux phases de vie: 'une dagsédlle le fruit n’est pas apte a marir avec une
production d’éthyléne trés faible et non auto-stéeu Dans cette période de vie, le fruit exposé a
un éthyléne exogéne répond par un déverdissagegsari®n puisse noter le développement de la
saveur et des ardbmes d’un fruit mdr. L'autre phageyvenant au cours de la deuxieme partie de
vie correspond a la phase dans laquelle le frwiteadé apte a marir sur pied ou apres détachement et
est capable d’auto-stimuler sa propre productiéthgléene.

Dans cette méme phase, la maturation des banantadsét par des changements tels que la
transformation des réserves amylacées en sucrespeme de fermeté de la pulpe permettant
d’acqueérir un fruit comestible. Ce processus duetiippement post-récolte se cléturera par une
phase de sénescence du fruit se traduisant pampoetante perte de fermeté.

Les facteurs de stress intervenant au cours duappement du fruit sur pied, a la récolte ou post
récolte ont également un effet sur le processus@éssement pouvant aboutir a une stimulation
de la maturation et de la sénescence (Omoaka, 200@)tamment sur la durée de vie verte et la
gualité du fruit dans le cas des maladies pareas#tdelles que les pourritures de couronne (Jones,
2000).
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Figure 2 : Représentation de I'organisation du haaet de ses rejets (Champion, 1963)
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2.2 — Physiologie du bananier

2.2.1 — Le mode de reproduction
Le bananier est une monocotylédone herbacée ddegtaitie.
Mis a part les especes a graines (especes de benaauvages) qui disposent a la fois d’'une
multiplication végétative et d’'une reproduction sé&, le mode de reproduction des bananiers
cultivés est la multiplication végétative (Bakr@g4).
Apres fructification, une tige meurt et est remplagar des ramifications émises par la tige : les
rejets ou rejetons. Dans la vie du bananier, ilupa phase végétative durant laquelle il produst de

feuilles puis une phase florale durant laquelf@dduit des piéces florales.

2.2.2 — Le cycle végétatif

Le bourgeon émis par le bulbe se développe d’altetitalement puis se redresse peu a peu
(géotropisme négatif) quand ce bourgeon atteintertain stade (diametre de 7 a 8 centimeétres).
Aprés avoir émis un certain nombre de feuillesrteryenne 30), le méristéme central va en arréter
la différenciation foliaire (?) et débuter celle dinflorescence. Celle-ci sera poussée hors du
pseudo-tronc par la croissance et l'allongementladdige vraie aprés une évolution interne
d’environ 3 mois (Bakry, 1984). Le méristeme flodifférencie tout d’abord des fleurs femelles
puis des fleurs hermaphrodites pour ne former énguie des fleurs males. Cette description est
celle généralement observée chez la majorité destés de banane. Cependant, certaines variétés
de bananéMusa acuminatdasnkii ouMusa acuminataiamea ont a la place des premieres fleurs
femelles, des fleurs hermaphrodites avec des étmneindes ovaires fonctionnels (Kerbellec, 1995).
Chez les bananes a cuire, les diverses infloreeseméles observées chez les bananes a cuire de
type plantain permet de les classer les cultivars3 esous groupes (Tezenas du Montcel et al.,
1983), en fonction du degré de croissance d'inflceace. Les Frechns Plantains a croissance
indéfinie avec persistence du bourgeon male aréexté, les faux cornes et cornes vrais a
inflorescence finie avec un bourgeon male quiatiaip a maturité du régime et enfin le dernier
groupe caractérisé par une extréme dégénérescessallf cultivar Nothing but green). Chez ce
dernier, le rachis en forme de moyen ne porte auflenr (méale comme femelle) et pas conséquent

aucun fruit.
Chaque groupe de fleurs est protégé par une braptiédombe un a trois jours apres que

l'inflorescence se soit dégagée du sommet du feanct Le découvrement des fleurs se fait dans

I'ordre de leur différenciation : des plus ancienaex plus jeunes.
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Les bananes et plus particulierement les banangsn@msh sont le résultat du développement
parthénocarpique des ovaires femelles uniquemensdite qu’un régime comprend entre 9 et 12
mains, chacune pouvant porter 18 a 20 banane®dadte du régime de bananes Cavendish se fait
environ trois mois apres la sortie de I'infloresceriLescot 1998).

La durée du cycle est d’environ 10 a 18 mois s&srconditions écologiques et les cultivars. Les
bananes sont récoltées encore vertes et généraletnekées dans des chambres de conservation
ou la température est régulée a 14°C afin d’en ptrenle transport.

L’évolution en sucres solubles de I'amidon, se eetplace au cours de la maturation du fruit,
laquelle peut se faire hors pied ou quand le régieste attaché au pied-mére. Le passage en
murisserie permet de déclencher et homogénéisgrolmessus de maturation par un traitement a
I'éthyléene ou un mélange acétyl/ethylene. Le psduoloc est abattu au moment de la récolte du
régime. Un ou plusieurs rejets vont alors prendreelais et se développer pleinement (Bakry,
1984).

2.2.3 — La biologie florale

2.2.3.1 — La floraison femelle et la fructifiaarti

La méiose femelle a lieu 5 a 7 jours avant le deeuent de la bractée et le début de réceptivité
du stigmate (Simmonds, 1962). Dans les premierpdeyui suivent le découvrement de la bractée,
I'apex des fleurs est dirigé vers le bas. Une ad@maines apres, elles amorcent un redressement
vers le haut. Le régime acquiert sa conformatiolé environ 3 semaines apres I'émission de
l'inflorescence hors du pseudo-tronc. Les bananesssggsent, les parois sont riches en
chloroplastes. Les cellules de la pulpe sont ptedeegraines d’amidon.

L'ovule est fécondé dans les 24 heures qui suileritoraison. Le zygote se divise aprés une
guinzaine de jours. Sa différenciation commencesapb jours environ. Les méristémes caulinaire

et racinaire apparaissent a I'age de deux moiss(iatiere, 1978).
2.2.3.2 — La floraison male
Les fleurs méales apparaissent sur I'inflorescemagalement apres les fleurs femelles. Ces fleurs ne

donneront jamais de fruits. La méiose male a leusdes fleurs 20 a 30 jours avant leur apparition

(découvrement de la bractée).

30



Le méristéme floral a une croissance théoriquaimfi le bourgeon terminal continue a former sans
interruption des fleurs males jusqu’a plein dévpkrpent des fruits et jusqu’a la fanaison de Ia tige
les dimensions de ces fleurs décroissant lenterharilante meurt par fanaison aprés la maturation
de Tlinflorescence, les feuilles ayant disparu pesgivement aprés I'émission de celle-ci

(Simmonds, 1962).

2.3 — Variété Cavendish

Le sous-groupe homogene d€avendish(AAA) a été adopté dans presque toutes les régions
tropicales humides pour son fort potentiel produgtisqu'a 60 tonnes/ha) associé a une bonne
précocité (récolte en 10 mois) et une taille red@imoins de 3 metres) facilitant sa culture (Lescot
1998).

2.3.1 — Morphologie du fruit du bananier triplo®euminata AAA :Cavendish

Le groupeCavendishcomprend 4 cultivars principaux cultivés pour pextation des fruits et de
nombreuses autres espéces a consommation localieoie dans ce groupe des formes géantes
(lacatan, moyennesrfianeah, poyo, valérgt sérédoll et naines (la grande naine, le nain). Les
bananes sont formées de la peau (le péricarped & dulpe ('endocarpe). Le fruit est relié au
coussinet par un pédicelle. Le péricarpe est cogmpas épiderme stomatifére avec une cuticule
ne permettant que peu d’échanges gazeux, d'uneheoparenchymatique sous-épidermique et
d'une zone profonde a parenchyme lache (OmoakaQ)2Q@s fruits possédent une grande
proportion de peau qui diminue avec leur maturltés ovules avortés se retrouvent dans
'endocarpe et les grosses cellules ovoides amgtifdes 3 carpelles constituent I'essentiel de la
pulpe (Lassoudiére, 2007).

Au moment de la floraison, les feuilles fournissanta plante une surface foliaire importante
permettent de canaliser les eaux de pluie (Staval.,e1987). A la sortie de l'inflorescence, il ne
reste que 11 a 15 feuilles fonctionnelles (Lassenagli2007). Pour un développement correct des
fruits jusqu’a la récolte, il faut au minimum 8 fiées fonctionnelles a la floraison et au moinsld a

récolte.

2.3.2 — Développement physiologique du fruit Cav&md
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Quatre périodes essentielles de croissance du dant a retenir pour les variétés Cavendish
(Lassoudiere, 2007) :

(1) Croissance faible jusqu’au début de I'allongehue la hampe florale.

(2) Divisions cellulaires trés actives de 10 joagant a 30 jours apres la sortie de
I'inflorescence a I'extérieur. Les divisions cedires sont a I'origine du développement
de la pulpe et correspondent a une phase de flimgation du fruit et d'un faible
remplissage du fruit en réserve (amidon) et paséguent la faible augmentation du
poids sec de la pulpe.

(3) Grandissement cellulaire de 30 a 80 jours dprésrtie de l'inflorescence. Cette période
correspond au remplissage des cellules de la pudpd’accumulation d’amidon, la
forme principale de stockage. Les assimilats sonergs jusqu’aux fruits par le
pédoncule dont le rble est uniquement conducteur.

(4) Phase finale de maturation, caractérisée peditblyse de I'amidon. Elle commence
avant la récolte et avant le remplissage maximdiut

Au sein du méme régime, des différences de dévetoppt sont observées. Les fruits inities les
premiers sont par exemple de 30 a 40% plus grosewe initiés en dernier (Robinson 1996). Les
écarts de longueur entre la deuxieme et la dernigii@ s’accroissent du début de relevement des
doigts jusqu’a la récolte mais leur valeur relatigste constante (20%) (Lassoudiere, 2007). léa ét
suggéré que le développement différentiel dessfrugisulterait des difféerences au niveau des
divisions cellulaires et des caractéristiques aeptessage des fruits causées par la différenceed’ag
observée entre les fruits. Lassoudiére (2007) peégue si la différence d’age entre les fleurs @’un
méme main n’est que de deux jours en moyennegsilde plus de 15 jours entre les mains 1 et 8.
Jullien et al., (2001) ont estimé que la différerotre les premieres et dernieres mains était de 70

degrés jour (dd).

3 — Utilisations de la banane

3.1 — Usages traditionnels et artisanaux du fruit

Deés le premier millénaire les bananes furent agpsren Afrique par des Indo-malais ou par les

Arabes, au début du XVI° siécle elles gagnerentpagsant par les Canaries, Saint Domingue et
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'Amérique du Sud ou elles furent rapidement répasdpar les Indiens. Les bananes sont
aujourd'hui cultivées dans tous les pays tropiaisubtropicaux.

Chez les espéces cultivées, on établit une digim@ntre bananes-fruits et bananes-léegumes. Les
bananes-fruits se consomment essentiellement & liga bananes-légumes plus riches en amidon
a I'état mar sont en revanche consommeées cuitead, la la vapeur, au four, grillées, frites eta®t

ou séchées. Elles sont également utilisées podaiende la farine de bananes, un complément
fréquent aux régimes diététiques. On fabrique égae de la fécule a partir des bananes-léegumes
et des bananes-fruits vertes. Elles sont utiligdepurée pour la confection de boulettes connues
sous le nom de “foutou”. La banane-fruit est augthui le fruit tropical le plus important. Les
bananes comestibles, fruits parthénocarpiquespaiutiéus de graines, représentent un aliment de
base important dans de nombreux pays tropicaux.sdist aussi consommeés en confitures,
marmelades et compotes.

Outre I'utilisation de la farine pour la fabricatia@les gateaux et des biscuits, aux Philippines, on
fabrique du ketchup a la banane. Tandis qu’en A&igentrale (pays des grands lacs), il existe une
biere fabriquée a partir du jus de fruit mdr qui &és appréciée. Au Rwanda, plus de 600 000
tonnes de cette biére de bananes seraient fabsiguisanalement, chaque année. 21% des surfaces
cultivées sont consacrées au bananier a biereé(@dncale de plantain). Cette biere est surtout
réservée aux fétes et autres évenements marquaid kociale (Cirad, 2001 ; Kasongo, 2005 ;
Tchango et al, 1998).

On peut également préparer des boissons fermed&dmnane usuellement appelées vins de
bananes et une sorte de liqueur. Cette boissorefeém de banane s’obtient en faisant fermenter le
suc obtenu par expression. La fermentation sefbdtir libre et dure environ 3 jours (FAO, 1991 ;
Hammond, 1996 ; Akubaor, 2003). On prépare cettedom en Jamaique, en Guyane, aux Antilles et
méme au cceur de I'Afrique. Le vinaigre s’obtienalégnent par fermentation et est trés aromatique.
En Polynésie, les populations locales préparent haieson non fermentée constituée de pulpe
fraiche diluée dans de l'eau ou dans du lait deo.cdceau de vie de bananes se prépare
couramment.

Des animaux (bceufs, porcs en particulier) sontéslewec les fruits excédentaires. La peau peut
aussi étre utilisée pour I'alimentation du bétBibur les porcs, il est préférable d'y ajouter disna
Le suc des peaux peut pour sa substance identigquaautchouc avoir ce dernier usage (Cirad,
2001 ; Tchango et al, 1998).

Les bananes ont plusieurs usages meédicinaux. Laooonation d’'une banane peut aider la

digestion en raison de sa teneur €levée en vitaine
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3.2 — Usages industriels du fruit

Il existe plusieurs usages industriels des banabaspulpe de banane sert a la fabrication

industrielle de sucre, chips, confitures, farinegaidres de bananes.

3.2.1 — Farines et poudres de banane en produntiastrielle

3.2.1.1 — Farines de bananes vertes
Les farines de bananes sont obtenues a partirEnba vertes. Ces bananes vertes sont plongées
dans de I'eau a 80°C pendant quelques minutesiaffavoriser leur épluchage. Elles sont coupées
,Séchées sous vide et broyées. La poudre broy@nsgsite tamisée. Cette poudre est jaunatre, de
saveur agréable et douceéatre et possede I'odela banane fraiche. La production de farine de
banane n’est pas un succes car il est difficilecoleserver 'ardme, la texture et la couleur du
produit d’origine. La teneur en vitamines (la viiam C disparait lors du séchage) est voisine de
celle de la farine de blé ; elle est plus élevée qelle de 'avoine. La proportion d’amidon est
relativement importante dans la farine de banamesdgkgo, 2005 ; Cirad 2001).

3.2.1.2 — Poudres de bananes mires
On obtient la poudre de bananes par broyage dds fniirs. La pulpe broyée forme une pate
homogéne qui est séchée dans un séchoir ou daammamseur. Le produit final posséde I'aréme
désiré mais doit étre conservé au sec et a I'abtiair pour éviter son brunissement. L'atomiseur
permet d’'obtenir des produits plus fins, moins catsés. Certaines usines ont été montées dans
les pays producteurs de bananes afin de récupEsdrdits non exportables et d’en faire de la

poudre (Kasongo, 2005).

3.2.2 — Le sucre de banane
Une entreprise américaine fabriquait a Cuba duesderbananes (1000 barils de sucre de bananes
par jour, 1900). Ce sucre de couleur brune avataaveur agréable rappelant celle du fruit. Mais la
teneur en sucre variait notablement d’'une bandi@ise et il n’y avait qu’une tres faible teneur e
sucre cristallisable.
Au Costa Rica, l'utilisation des technologies meantaires permet d’obtenir un sirop de banane,

commercialisé par I'entreprise « Florida produde»san Jose (Cirad, 2001).

3.2.3. Les chips de bananes
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Les chips de bananes réalisées principalementté gas bananes a cuire telles que les bananes
plantains représentent également une large uidlisates bananes. Elles sont dégustées en apéritif

et peuvent étre salées, épicées, sucrées (Cirad).20

3.3 — Usages du bananier et de ses différentaspart

3.3.1 — Les feuilles, les bourgeons, le pseudoetron
Avant d’étre domestiquée par ’'homme, la taillelaldbanane ne dépassait pas les 6 a 8 cm et elle
contenait principalement des graines. A cette épplgubananier sauvage était souvent utilisé pour
d’autres qualités que son fruit. La banane était, gonséquent, trés peu consommée par nos
ancétres chasseurs-cueilleurs. Le fruit était atorsout cultivé pour son tronc représentant une
excellente source de fibres afin de confectionesrabrdages, des vétements, des sacs. Les feuilles
étaient recyclées pour la fabrication d’assiettiémnballage de cuisson et servaient également a la
fabrication d’abris et de cahiers. On consommait fwobablement ses bourgeons et ses gaines
foliaires internes (Kasongo, 2005).
Parmi les nombreux usages de la banane, on peoteecaiter 'emploi des inflorescences et de la
portion interne des tiges comme légumes bouilks, cendres de feuilles et de I' « écorce » du fruit
comme assaisonnement. Les « écorces » du fruitepeldgalement servir au tannage. En effet,
elles renferment une forte proportion de taninsdpnnent aux cuirs ou aux tissus une coloration
noire presque indélébile. La seve de banane peuit de teinture.
Les jeunes pousses peuvent étre consommees corsraspirges et les feuilles servir d’emballage
aux aliments en vue de conserver leur fraicheur.
Dans les pays d'Orient, les feuilles complétent pésts de riz ou de viande. Les feuilles sont
diététiguement intéressantes du fait de la présdacllulose qui facilite le transit intestinal de
vitamines (si la feuille est fraiche). Du fait d& pénurie en protéines des pays en voie de
développement, on a suggéreé d’extraire des pra@adeuilles de léegumineuses, du soja, du mais.
Le bananier constitue, quant a lui, une sourceémpgrle de protéines si les feuilles sont coupées
aussitot apres la récolte des fruits (FAO, 1991).
La fibre des feuilles de bananes donne un papsstafit que I'on utilise pour faire des billets de
banque et des sachets de thé. Ce gu’on nommesHilas chanvre de Manille” est la fibre obtenue
a partir des feuilles de la variété “Abaclysa textili, dont on se sert pour fabriquer des sacs et
de la corde. La variét®usa textilisest trés recherché industriellement pour lesdédsprés de 2
metres extraits des gaines foliaires constituapstudo tronc. Les gaines internes donnent des fils

plus beaux et plus fins que les gaines externesaléent'bien avee.la soie (Aragon, 2000).
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Chapitre 2 — Caractéristiques physico chimiques atutritionnelles de la banane

Le fruit du bananier est trés répandu et largermensommé a I'échelle mondiale. Sa composition
chimique a été étudiée afin de déterminer sonéh@imentaire (Ali et al., 1997 ; Nagueira et al.,
2003).

La composition biochimique de la banane varie sddonariété, I'évolution des conditions du
milieu, d’une période a l'autre de la vie du baeani

En effet, les cycles du bananier ne dépendent pasaisons et des bananes sont produites toute
'année, impliquant des cycles ayant leur origirteudes les dates possibles.

Ainsi des bananiers ayant eu dans la premiére éndgi leur vie des conditions de milieu tres
favorables et une deuxiéme moitié de vie avec dadittons défavorables, n'auront pas la méme
gualité de fruit que les bananiers ayant eu unmigre moitié de vie défavorable et des conditions
de milieu favorables dans la seconde moitié déMaatin-Prevel, 1982).

La pulpe de la banane représente 60 a 65% dusinirant la variété et son développement. La
banane est un aliment hautement énergétique (3pBWJI100g) dont les hydrates de carbone sont
facilement assimilables. Sa teneur en lipides gpretides est faible, mais elle est riche en fibres
La banane contient des amines qui sont responsablesrtains effets thérapeutiques. Elle contient
egalement de nombreuses vitamines, des matieregaten, ce qui la rend intéressante au niveau
nutritionnel. Les glucides disponibles sont présesn quantités intéressantes. Les protéines et
lipides sont en tres faible proportion, voire gqeassents pour ce qui est des lipides (Happi- Emaga
et al., 2007).

1 — Caractérisation du péricarpe des bananes

1.1 - Couleur de la peau

La banane non mdre a une haute concentration emoghlylle dans la peau alors que dans la
banane mire, cette teneur est pratiquement nulilel@84).
Une banane verte contient deux classes de pigments

- Les pigments verts (chlorophylle)

- les pigments jaunes (carotene)
Pendant la maturation, la chlorophylle est dégrag&#egressivement par I'action des
chlorophyllases révélant ainsi le carotéene
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Von Loesecke (Von Loesecke, 1950) décrit huit stadle maturité chez les bananes comestibles.
Généralement dans le commerce, sept stades deati@iusont déterminés visuellement (Li et al.
1997). Ces stades de maturité sont définis ectitomdes teneurs en amidon et en sucres totaux
pour chacun d’eux. Ces différents stades de matargbont également décrits en fonction de la
couleur de la peau (Lii et al., 1982). Les condii@le stockages des fruits ont une influence sur le
marissement et par conséquent, le changement deucaui traduit ce marissement (Chen, 2002).
A partir du stade de maturité 7, les bananes de@s&A) sont en surmaturité et les phénomeénes de

sénescence commencent a se manifester (liquéfatgitmpulpe et noircissement de la peau).
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a=avert+ 1.5 <]65%]13 119 « Oty a3

Emterelygreen  Mlore zeen Mo yvalloowr Tellwarvath  Entirely Entirely yellonar
than ve llow thar green gmen necks e lkonar with baovem spots
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Figure 3 - Index des couleurs de 2 a 7 étabtirs€échelle de la couleur de la peau (Lii et al,
1982).

1.2 — Structure cellulaire de la peau de banane

Une banane de 100 a 200 g selon la variété, reafarmaturité 40 a 35 % de peau. La peau se
compose de plusieurs assises cellulaires :
- I'épiderme : il est constitué de cellules tregé&es assurant une bonne protection contre
les insectes, les champignons...
- le parenchyme : il est constitué de plusieursches cellulaires d’autant plus laches que
I'on se rapproche de la pulpe. Ceci explique ctails le clivage facile Peau- Pulpe. Ce
sont les cellules du parenchyme qui contienneshlarophylle dont la couleur change

lors du mQrissement.
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- les faisceaux cribro-vasculaires qui serventransport de I'eau et des nutriments (ils

sont plus ou moins accolés a la pulpe lors dedu@mge).

1.3 — Composition nutritionnelle de la peau de bama

Les principaux constituants de la peau sont engeotiage du poids frais: I'eau (89,45), les
glucides totaux (2,29), les sucres totaux (2, @$accharose (1,55), les pectines (0,58), leesucr
réducteurs (0,51), les lipides (0,50), I'amidor2@),

La peau est plus riche en eau que la pulpe, élareéme faible proportion de matiéres grasses mais
elle est beaucoup plus pauvre en pectines et gsicid

Les analyses de cendres de pulpe et de peau mogtrera proportion de tous les constituants

minéraux, notamment celle de la potasse est phwvgéldans la peau que dans la pulpe.

1.3.1 - Les protéines et autres composés aminksmiau de banane

Une étude de la composition chimique de la peasixdeariétés de peaux de bananes et bananes
plantains: banane de dessert (Musa AAA), planfsinsa AAB), banane a cuire (Musa ABB) et
banane hybride (Musa AAAB), a trois stades de nitatun été réalisée afin d’explorer leurs
applications potentielles. La teneur totale ert@nes de la peau de banane et de banane plantain
est de 8 a 11%. En général, cette teneur ne vasiele facon significative au cours du marissement.
L’index chimique comparé a la protéine référenceladl@AO varie de 20, 8 a 63,3 selon les
variétés de bananes. La leucine, la valine, laotfink, la phénylalanine sont les principaux acides
aminés essentiels présents dans la peau des différeariétés de bananes. La lysine est l'acide
aminé limitant, avec des concentrations faiblemférieures a celles de la protéine référente, pour
toutes les variétés de bananes. Cet indice chindguiue du stade 1 au stade 7 de maturité pour
les bananes et plantains, ce qui indique que lasxpge bananes ont une bonne qualité protéinique
au stade 1 de maturité (Emaga, 2007).

Emaga (2007), a également montré la présence delésuacides aminés répertoriés par la FAO
1990, dans les 6 variétés de peaux de bananesndeiMesa: French Clair (FC), Grande Naine
(GN), Big Ebanga (BE), pe’lipita (PPT), Yankambi BriYKm5), et CRBP039 (039), obtenus a
différents stades de mdrissement : stade 1 (vstdde 5 (plus de jaune que de vert), stade 7
(entiérement jaune).

Les teneurs en acides aminés essentiels des peabandnes varient de 1,7% a 2,6% avec une

valeur moyenne autour de 2,1%, alors que pourdiges aminés non essentiels, les quantités vont
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de 2,6 % a 5,5%, avec une valeur moyenne autodj0dé. Le ratio en acides aminés non essentiels

(environ 70%) est supérieur a celui en acides asreséentiels (30%).

Amino acid score in the fruit peels of different varietics and maturation stage on the basis of value FAO/WHO (1990}

Protein of ref. Thr Val Met +Cys Le Leu I'yr + Phe His Lys Trp Chemical index
essential aming M4 35 25 28 ] 63 19 58 11
acids (mg/1 g)
BE 1 123.5 116.4 108.6 1014 6.7 92.1 910 6.0 TE.6 3o
] 112.0 108.8 1000 89.3 68.5 830 940 26,7 108.2 26.7
7 112,49 116.3 917 ul.4 70.5 51.2 T9.6 241 105.7 24.1
FC 1 106.3 LR 867 94.7 73.0 937 101.5 499 986 499
3 106.7 109.9 4.7 0.3 68.3 0.7 810 284 LR 184
¥ 100.2 103.6 T 86.3 6.6 B35 636 208 1399 20.8
GN 93.4 1088 8T 850 697 55.4 108.6 52.0 6498 520
i 93.6 121.2 104.8 v2.0 735 5.7 9.7 287 124.0 8.7
7 0.8 1129 81.0 92.6 71.1 4.9 TR 217 101.0 217
Ykm3 1 938 107.7 812 932 125 T3.6 152.6 550 T9.1 550
] u1.4 10104 811 91.7 6.6 (5] 92.5 373 614 313
T 894 1121 6.1 90.4 710 23 106.6 371 (9.0 31
PPT 1 56.7 93.2 B0 827 49.4 0.2 1108 454 957 454
5 5.0 94.4 Thb 529 50.1 0.9 799 24.6 593 246
7 5.2 93.5 822 RB0.1 449.6 .2 78.7 226 6.0 12.6
039 I 870 116.6 K16 1057 (8.0 9.7 1772 63.3 835 63.3
o 943 148.2 830 1112 70.0 719 94.3 309 T2 3.9
T oy 106.9 Tod 97.4 62.0 7.2 67.0 219 B26 219

Tableau 2- Indice chimique dans les peaux desfrgibh fonction des différentes variétés et des
stades de maturité sur la base de valeur FAO/WHOQ)L(Emaga, 2007)

Nota: La dopamine est le seul composé aminé phénoliqpueré dans la peau de banane. Les
peaux perdent trés rapidement leurs amines phémslipar rapport a la pulpe (Emaga, 2007).
100 g de peau de bananes dessert (matiére sectient¢P. Waalkes, 1958) :

- 6,5 mg de sérotonine

- 12, 2 mg de norepinephrine

- 70,0 mg de dopamine

1.3.2 - Les lipides

Dans les peaux de banane, les stérols, et plus@néent les deux principaux kétones triterpéniques
(3.1-norcyclolaudenone et cycloeucalenone) reptéaerenviron 49 — 71% de l'extrait de banane
lipophile. Les fortes teneurs en steryl esters (4@%405 mg/kg) et diacylglycerols (119 — 878
mg/kg), principalement présents dans les peawadaries expliquent 'augmentation de la quantité

d’acides gras et stérols, aprés une hydrolyse iatkaQuelques steryl glucosides ont aussi été
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trouvés en quantités significatives (273 — 888 my/kn particulier, dans la pulpe de banane (888
mg/kg) (Oliveira, 2008).

L’acide linoleique (omega 6) ét-linoléique (omega 3) représentent plus de 40%l(&2,2%) des
acides gras totaux, présents dans les peaux dedsda diverses variétés. L’huile extraite des
peaux de bananes est riche en acides gras esseptiginsaturés. Les acides gras saturés
représentant 40,4% a 51,9% des acides gras. Lesigaix acides gras saturés sont les acides
palmitique et stearique mais on retrouve aussilas faibles quantités les acides arachidique et
myristique (Emaga et al, 2007). La teneur totaldigides ne varie pas au cours des étapes de

madrissement.

1.3.3 — Les glucides de la peau de banane : aneidsucres solubles

Durant le mdrissement, 'amidon, présent danselaup décroit considérablement (stade 1 a 7).
Chez la variété Big Ebanga, le pourcentage d’amdiornue de 39,3% a 0,1%, du stade 1 au stade
7 de mdrissement. Simultanément a la baisse denkut en amidon présent dans les peaux, on
enregistre une augmentation des sucres solubdesudgimentent de 4,2 a 38,3% (Emaga, 2007). Ce
synchronisme peut s’expliquer par la dégradatiofataeidon et la formation de sucres solubles
sous l'action des enzymes telles que les amylagpg;osidases, synthases, invertases,
phosphorylases. La disparition de 'amidon durantiirissement de la peau des fruits semble étre
relativement rapide en raison de la co-activit€ele enzymes. En effet, selon Terra et al, (1983) et
Cordenunsi et al., (1995), les amylases, glycos&laphosphorylases, synthase et invertase de
sucrose agiraient ensemble dans la dégradatioraaedbn et la formation / accumulation des
sucres solubles. Regina et Glo’ria (2005) ont olisees mémes phénomeénes de dégradation de
'amidon et de formation de sucres dans le mirigs¢nde la pulpe. Selon Loeseck (1950), les
teneurs en amidon de la peau et de la pulpe vaat le stade de maturité, la variété du frug, le
conditions de culture et de marissement. Des aealghromatographigues ont révélé que dans les
peaux de bananes prises au stade de maturité comlaeon retrouve 3 types de sucres solubles ;
les principaux étant le glucose et le fructose ¢adt Okey, 1987). Fernandes, Carvalho, & Cal-
Vidal, 1979; Terra et al., 1983; Schneeman, 198Ibta, Lajolo, & Cordenunsi, 1997; Regina &
Glo” ria, 2005; ont montré dans des études réalis@ela pulpe que les sucres présents étaient le
glucose, le fructose et le sucrose (le sucrosd ptasent en plus faibles quantités que le gluebse

fructose).
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2 — Caractérisation de la pulpe des bananes (ou eadarpe)

2.1 — Composés aromatiques volatiles de la pulpe

Les composés volatiles qui conférent a la bananeagame particulier ont été dénombreés a plus de
350 (Vermeir, 2009 ; Aurore 2011). Il s’agit d’'unraplexe d’éthers, d’alcools, d’aldéhydes et de
cétones.

Les composés volatiles recensés jusqu’a aujourchlusein de la pulpe incluent 3 cétones, 3
aldéhydes, 6 alcools et 18 esters (majoritairerdénveés des acides butanoiques et propanoiques)
(McCarthy et al., 1963 ; Agelopoulos & Pickett, 89%anez et al., 1998; Jordan et al., 2001; Ettre
et al, 2003 ; Liu & Yang,2002; Mayr et al., 2008pgueira et al.,2003 ; Aurore, 2011). Les
composés typigues qui sont associés a la banabhérsonal, 2-pentanone, 2-pentanol, 3-methyl-
1-butanol, 3-methylbutyl acetate (isoamyl acetat¢)l'eugénol. Les profils des principaux
composeés aromatiques volatiles varient avec legs@ment et different d’'une variété a une autre
(Vermeir, 2009 ; Aurore, 2011).
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Figure 4 — Analyse des principaux composants degposants aromatiques au sein de la banane

(Cav : Cavendish ; Fray : Frayssinette ; Planntalia) (Aurore, 2011)
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2.2 — Structure cellulaire de la putpede I'endocarpe

La pulpe est constituée de grandes cellules awigptines donc aisément digestibles, remplies de
grains d’amidon. Lors du mdrissement, ces grairspataissent, 'amidon étant transformé en
sucres solubles. Les parois cellulaires contiendestproto-pectines qui, lors du marissement, sont
dégradées enzymatiquement et solubilisées pourefod®s pectines, ce qui donne sa consistance
molle au fruit mar (Grierson et al., 1981 ; Sakiaak, 1993). Les pectines sont importantes dans |
consistance du fruit. Elles interviennent dansclengements structuraux au cours de la maturation
et du stockage. Dans la pulpe de banane, les erayectine varient de 0,7% a 1,2% par rapport a
la matiere fraiche (Nwanekezi et al., 1994).

2.3 — Composition nutritionnelle de la pulpe

2.3.1 — Généralités

Comme nous l'avons vu précédemment, la composd®ta pulpe peut varier selon le degré de
madrissement. Elle peut également varier en fona@sconditions de culture, de la variéte.

En regle générale, les bananes possedent unetéodar en glucides ou d’hydrates de carbones
(environ 20 a 23%) et sont quasiment dépourvueipitkes (0,2 a 0,3%) de chloride de sodium,
d’ou leur utilisation dans les régimes sans séésEdont également riches en protéines, vitamines e

minéraux.
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Cismpesvent or parameler Uil Sweel banana pulp Plastain pulp

Ripse” Lhniri ™ [hrl e Dby abrated or Mowr® L e ™ Ripe
Erergy Keal 89 110 257 340) 91 1227
Water ) 74 64" 8 i LE 65"
Protein # 1.1 147 3.0 is (1 Fi ] 1.37
Testal ligied 8 o3 [l 1.0 T8 . {.37°
Carbsohydras i 21.8 I (30 H2.1 243 327
Iesary ik 8 2.0 o5 L Th 54 2.0-34°
M g 1.0 i 71] 3o 400
K g IB5.0 11500 1491 .50 S
a g &0 5 200 220 il R
Mg iy 30 D 10D i 35.0¢
r g 12 750 7.0 35 30007
ke g .42 og® 13 1.15 a5 n.a"
Cu g 11 {4 N39 .16
L g (IR E:] L 061 .1
M i3 oz 057 15
Eqy. B-carotens i &80 FEEL 15000 1H3.D 0.0G-T1.20 39010357
Witasmim £ g 2% 06 -
Witmin £ g 1n.7 il a0 a0 20°
Thiamin i [FRIT) ona® VR 018 005 0.08%
Ribaodlavin g [ERiES [T [1RE ] 24 {05 [ERT
Miacin g el il 210 248 orF e
Pamthotenic acid R .28 0ar
Witamin Bb g a7 =
Tetal Folae i 23:0 [eEEIE Y
Bitin i 26 -
lslepcima T 3.0 1670
Lewcine g 7.0 3590
Lysine g RO ThD
Methiomine g 14.0 TAD
Cyslineg i 2000 630
Phenylalanine i 41,0 2000
Tyrceing g 260 121.0
There e g 36,0 1710
T'ryptogphan g 13.0
Waling g A9 2R20
Arglinine g 570 1760
Higtichme g Bh0 3330
Alanina g A3.0 2220
Aspartic acld g 120.0 5030
Clutamic Acid g 115.60 I%0
Clycine g, 41.0 1900
Praling g 43.0 2290
S i3 4490 2260
Dresprarriine g R5.0
Seratomnine i i3 45° 76°
TTebammine T 0.7
Malic acid e B 205 136°
Cldric acid i1 ] 217 URE"
Crmalic ackd (g 1.37° 233"
Cisher acids med o 0.19°

Tableau 3 — Caractéristiques de la composition ichien et biochimique de bananas dessert et
bananas plantain, a différents stades physiologi@tieaprés transformation, pour 100 g de poids
frais.

(a) Ciqual, 1993)., (b) Anonymous, 1981, (c) Matrid983, (d) Woolfe,1992), (e) Lassoudiere,
2007, (Aurore, 2009)
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2.3.2 — Les glucides
Les glucides disponibles sont présents en quarnititgsrtantes dans la pulpe de la banane : 21,8 a
28 g pour 100g de pulpe. Ces glucides sont répamtisaccharose, glucose, amidon et fructose. Le
saccharose est le sucre prédominant dans la balessert. Dans le cas de la banane plantain a
maturité commerciale, c’est I'amidon.
Le mdrissement de la banane conduit principalengenia transformation de I'amidon en
disaccharide (saccharose) et en monosaccharidesoégl et fructose). La composition totale en
glucides des bananes dessert (e.g Cavendish) epvasque pas au cours du mdrissement. Seule

la proportion des différents sucres varie (Motalel1997 ; Fernandez et al, 1979).

2.3.2.1 — L’amidon

L’amidon est le principal constituant des banarer$eg. Dans la phase pré-climactérique, la teneur
moyenne en amidon au sein des bananes vertes e8tal80%. Elle chute jusqu’a atteindre moins
de 1% d’amidon en fin de phase climactérique, ®gde les teneurs en sucres solubles augmentent
jusqu’'a atteindre plus de 10% du poids du fruiistrba disparition de la réserve amylacée apparait
étre relativement rapide en raison de la co-ad®plusieurs enzymes (Cordenunsi & Lajolo, 1995,
Glass and Rand, 1982).

a - La taille des granules d’amidon et leur app&een

microscopique

En général, les granules d’amidon, quelles quensdes variétés de bananes, sont de forme
irréguliere, et peuvent apparaitre microscopiquéncemme des ovales allongés présentant des
stries (Eggleston, Swennen & akoni 1992, Ling efl@B2, Kayisu et al, 1981 ; Zhang & Whistler,
2002). Les axes principaux des granules mesureftal&0 um, la majorité d’entre eux mesurant
entre 20 et 60 um. Les anneaux de croissancemigas elliptiques autour de I'hilum, comme on
'observe généralement pour la plupart des grandibamidon. La taille et la forme des granules de
'amidon des bananes Cavendish sont trés irrégglifiring et al, 1982). Cela va de formes plus ou
moins sphéroides aux formes plus ou moins allandéss formes sphéroides mesurent 15 a 40 um
de diametre. Les formes allongées allant de 7 j@r@%le largeur et de 20 a 50 um de longueur La
surface des granules d’amidon des bananes venpesadplisse alors que celle des bananes mares

présentent des stries paralléles (Kayisu et al]J198
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Figure 5 - Photographie de grains d’amidon de bas@fantains vertes (Zhang & Whistler, 2002).

lumiere polarisée (Lii etﬁ cﬁlﬁor 7‘.:- g rﬂfﬂ{ f.cgm {11/
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Figure 7 — Micrographies de granules d’amidon éstrde bananes vert&&lery (A) et mires (B)
(Kayisu et al., 1981)

b — L'amidon résistant des bananes

L’amidon natif pour les bananes non cuites estefoent résistant a I'hydrolyse enzymatique
(Cerning-Beroard & Le Dividich 1976, Cummings & Hyst, 1991 ; Eggleston et al, 1992, Faisant,
Gallant et al, 1995 ; Fuwa et al, 1979, Sugimotal €1980).

L’amidon résistant fait référence a la portion didom et aux produits amylacés qui résistent a la
digestion quand ils passent a travers le tractas@atestinal. Les propriétés physico chimiques de
'amidon résistant et plus particulierement sal@aitapacité a retenir I'eau en font un ingrédient
fonctionnel qui contribue a améliorer la textur@slée produit fini (Baixauli et al, 2008) et affect
moins les propriétés sensorielles du produit fincemparaison avec d’autres fibres traditionnelles
(Charalampopoulos et al 2002).

Des analyses microscopiques ont révelé que laefanistenue a partir de bananes non cuites
contenait des granules d’amidon irréguliers avecsiefaces lisses. Une surface lisse et dense des
granules d’amidon natif de ces bananes pourrgiagtie contribuer a la résistance de I'amidon. De
méme, il est probable que les granules d’amidontaime fine couche externe (de quelques

micromeétres) de blocs qui empécheraient I'actiomyeratique et réduiraient le taux d’hydrolyse
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enzymatique. La densité de tels blocs serait futte a la périphérie des granules d’amidon de

bananes. De plus, les résidus des membranes oelulprésents dans la farine de bananes
joueraient également un réle dans la résistance eens ou ils masqueraient les granules d’amidon
et par conséquent les protégeraient de toute attagmymatique (Faisant, Buléon et al, 1995 ;

Tester et Karkalas, 2002).

L'amidon, non la fibre, est probablement le priatipubstrat pour la fermentation dans le célon
humain. Toutefois, il est difficile d'évaluer laaquité d'amidon qui résiste a I'amylase pancréatiqu
échappant ainsi a la digestion dans l'intestinegr@pres ingestion par des patients avec iléostomie
75% de I'amidon de la banane a résisté a la digeddians des expériences avec des volontaires en
santé, aucune trace d'amidon n'a été trouveée darfiédes, indiquant sa fermentation compléte dans
le colon par la microflore présente, un résultaeptellement positif concernant les bénéficeséant
pour le colon. En effet, la fermentation de I'amidaroduirait des acides gras a chaines courtes tels
gue les acides butyriques. Ces derniers ont étéokté@s bénéfiques dans les symptébmes de la
diarrhée. En effet, ils stimuleraient I'absorptides liquides et du sel dans le cdlon, diminuargiain

la perte d'eau dans les selles. lls amélioreragémsi la perméabilité de I'intestin gréle laquelle

soulagerait les symptémes de la diarrhée (Rablbahj 2004).

2.3.3 — Les protéines

2.3.3.1 — Les acides aminés

Plantain Acides aminés (mg Nig)
Lysine 83
Thréaning 141
Tyrosine 89
Phénylalanine 134
Waline 167
Tryptophane 89
Isoleucine 116
Méthionine 48
Cystine 65
Total acides aminés soufrés 113
Total acides aminés essentiels 1042

Tableau 4 — Teneur en acides aminés, source FAQ. 197

2.3.3.2 — Les amines : sérotonine, dopamine, noé@hirine
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Dés 1958, P. Waalkes réalisa une étude sur deaitextle pulpe de bananes dessert (Waalkes,
1958). Les amines furent identifiées par chromapigie de facon plus précise, a I'aide du réactif
ferricyanure. Ainsi ont été différenciées la sénine, la dopamine et la norépinéphrine (Pneumans,
2002).
La pulpe de banane dessert contient en moyenne :

- 3,3 mg de sérotonine pour 100g

- 0, 25 mg de norépinéphrine pour 100g

- 65 mg de dopamine pour 100g
La présence de ces composés dans un aliment awsant que la banane revét un grand intérét
clinique. En effet, nous savons que la sérotonihébe la sécrétion gastrique et stimule le muscle
lisse intestinal. La norépinéphrine est utiliséenoge vasoconstricteur et la dopamine est utilisée
pour son action stimulante sur le systeme cardaase. Une basse température induit parfois
I'oxydation de la dopamine en substances coloréebees.
La concentration en sérotonine dans la peau et @dapsipe, de toutes les variétés de bananes
dessert (Waalkes, 1958), décroit quand le fruititnila concentration en dopamine dans la pulpe
du fruit décroit pendant le mirissage post-récalbes que dans la peau, elle augmente (Waalkes,
1958.

Pulp * Entire peel **

palg mg/banana pafg mg/banana
Serotonin

28 3.7 B5 3.9

Morepinephrine

1,9 0,25 122 7.3
Dopamine

7.9 1 700 42

fAverage wtof pulp 133 g
* Average wt of peel 60 g

Tableau 5- Les valeurs indiquées représentent el@suts moyennes enregistrées au sein des
bananes dessert jaunes mares. P. Waalkes (1958)

2.3.4 — Les lipides

Les lipides ou substances grasses ne dépassefit3dasLa banane est un fruit dont I'essentiel

énergeétique provient des glucides.
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Les acides gras, stérols et steryl esters sonpriesipales familles de constituants lipophiles
présents au sein des bananes, puis les diacylglgcateryl glucosides, longues chaines d’alcool
gras et les composés aromatiques. Les acides ¢ra&n earticulier les acides linoléiques,
linoléniques et oléiques sont les plus abondanteaude la pulpe de banane (29 - 90% de I'extrait

lipophile de banane).

fr (min) compound pup  ped ir (min) compound pup  peel
fatty acids 448 T2 diacylqlycsrols 119 878
%8 1,2-dipalmitoylglyceral B X
salurated 1669 3376 34 1 3-dipalmitoylglyceral S 4
23 lauric acid 5 2 33 1,2-{palmitoylinoleayi)glycerol 3%
a4 azelaic acid <5 9 34 1,2-{palmitoyl inolenayl)glycerol 0 A0
284 myristic acid 15 b1 36 1,3-{palmitoyllinoleayi)glycerol B9
309 pentadacanoic acid 59 59 38 1,3-{palmitoyl inolenayl)glyceral 1 1
32 palmitic acid 1305 1990
3.4 heptadacanoic acid 26 &7 steryl glucosides 22 8718
35 octadecanoic acid 24 32 28 campesteryl 35-0-qlucopyranoside 0 218
35 nonadacanoic acid 5 14 430 sfigmasteryl 34-D-glucopyranaside 9 137
44 icosanoic acid li 3 435 sitosteryl 3-0-glucapyranoside %3 53
43 henicosancic acid <5 1
451 docosanoic acid 5 124 steryl esters 469 24405
469 fricosanoic acid <5 Rl 456 sfigmasteryl palmitate N 3
486 fatracosanoic acid 12 20 461 cycloaucalenyl palmitate 66 7441
502 pentacosanaic acid b 8 462 cycloartenyl palmitate 67 2727
518 hexacosanoic acid <5 64 467 24-methylenecycloartanyl palmitate 94 7293
833 heptacosanaic acid N2 476-417  cycloeucalenyl and cycloartenyl inoleates 149 3790
578 triacontanaic acid ND 230 482 24-methylenecycloartanyl linoleate 9 287
nenidentfied H m
Unsaturated 219 3858
&5 pelmitlaidic acio 3678 *The presented resuits are the average of the concordant values obtained
%7 inoleic acd 1303 1720 (less than 5% variation between njectons) for the two aliquots of each sample
%8 afinolenic acid 563 1607

%8 olic acid W% injected in triplicate. ND, not detected.
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sterols 50 10418

88 campesterol B X
553 stigmasterol B 6%
86 24-mefhylenpolinastanol & D
58 31-noreyclolaudenona 9 212
54 ¢ycloeucalenone % 617
5.2 frsiosterol 2 60
5.3 nJ. titerene kefone ND %7
5.3 isofucosterol 20 ND
568 cycloaeucalendl ND 100
5.9 cycloartenol STA)
517 24-methylenecycloartanol ND 103
aromalc Fompounds D&
09 cisenlic acid N &b
X3 p-coumaric acid D <b
39 frans-ferulic acid )
long chain fatfy alcohols 2 o
4 hexadecan-1-0l 8 B
B4 Z-ocladec--en-1-0l B 4
B8 octadecan-1-0l ) 2
41 henicosan-1-0l d 0B
436 docosan-1-0l ) 14
{12 fetracosan-1-0l 16
505 hexacosan-1-ol d 0N
536 octacosan-1-0l d U
8.0 nonacosan-1-0l N %
5.5 friacontan-1-0l S 1%
aromatic compounds MND <5
29.9 cis-ferulic acid MND <5
30.3 p-coumaric acid MND <5
33.9 frans-ferulic acid MND =5
long chain fatty alcohols 32 503
31.4 hexadecan-1-ol a8 33
35.1 Z-octadec-9-en-1-ol 18 44
35.8 octadecan-1-ol 153 29
41 .1 henicosan-1-ol <5 33
43.6 docosan-1-ol =5 14
47 .2 tetracosan-1-ol =5 16
50.5 hexacosan-1-cl <5 58
53.6 octacosan-1-ol =5 84
55.0 nonacosan-1-ol MND 36
56.5 triacontan-1-ol <5 156
tocopherols 10 106
495 a-tocopherol ND ND
51.0 -tocopherol <5 34
53.2 a-tocopherol 10 72
other compounds/nonidentified compounds 46 420

Tableau 6 — Composés identifiés dans le dichlorbaret, Extraits de pulpe et peau de bananes
immature “ dends Dwarf Cavendish », aprés hydrodfsaline- Expression en mg de composé/kg
de matiere séche (Oliveira, 2007).
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2.4 — Evolution de la composition du fruit au couwhs marissement

La plupart des substances telles que les glucides;omposés organiques volatiles, les tanins qui
entrent dans la composition de la banane vertessaihi des transformations (Kajuna, 1997).

La quantité de glucides diminue du fait de la negmn, ils sont oxydés et transformés en eau et en
CO2.

Les tanins diminuent et des substances nouvelleenpnt naissance : de l'alcool éthylique,

'acétate d’amyle et donnent leur arébme au fruicldité augmente.

La perte de fermeté, la couleur de la peau sofgsupour apprécier le stade de murissage des
bananes dessert Cavendish (Peleg, 1977 ; Ramavi&3§). Au cours du murissage des bananes,
on observe une diminution de la teneur en amidenladteneur en pectines et de la teneur en
hémicellulose des parois cellulaires. On peut égate observer une augmentation de la teneur en
sucres (degré brix) suite a I'hydrolyse de 'anmdane augmentation de la matiere seche de la
peau liée au fait que la pulpe s’enrichit en dayeau cédant une partie de son eau ou encore du
ratio de matiére seche de la pulpe par rapporpada (Asiedu, 1987; Marriott, 1981).

Certains études ont montré qu’il y avait, en codes mdrissement une dégradation des
polysaccharides de poids moléculaires élevées grillze (Kojima, 1992) et une augmentation du
caractére extractible des polyuronides, sans quidit dépolymérisation (Wade, 1992). Cheng
(2008) a depuis peu confirmé que la modificationleetdépolymérisation des polysaccharides
hemicellulosiques seraient en fait responsablesadhollissement de la banane dessert. Si la perte
de fermeté ou l'abaissement du module d’élastiom¢ été suggérés comme étant liés a la
diminution de la teneur en amidon de la pulpe dit {Collin, 1991), a contrario, Cano et al (1997)
ont démontré I'absence de corrélation entre laulera amidon ou de la teneur en pectines et la

fermeté (mesurée par voie instrumentale ou setiedrie la pulpe, a un stade donné de maturité.
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Gelatinization

Stage Peel golar Starch (%) Reduang Sucrose (%) | temperature
sugar (%) (*C)

1 Green 617 0.2 1.2 74-81
2 Green 58.6 1.3 6.0 75-80
3 Green/ atrace of yellow 424 10.8 18.4 7T-81
4 Mare green than yellow 398 115 214 Th-78
5 Mare yellow than green T 124 2749 TG-81
i Yellow with a green tip a7 15.0 531 TG-80
7 All yellow 6.3 1.2 518 TG-83
a Yellow! a few brown spots 33 338 820 79-83
] Yellow! many brown spots 26 336 3.2

Tableau 7 — Composition de la partie comestiblelaldbanane a différents stades selon la

classification de la couleur de peau de (Li, 1982)

2.5 - Impact des saisons sur |I’évolution des fruits

2.5.1 — Effets des conditions de productiania durée de vie verte

Les études ont montré que les facteurs environnemeryant le plus fort impact sur la texture et
la couleur des bananes mires étaient climatiquesnpérature journaliere et cumul des
précipitations durant la croissance du régime dwbes. Ces parameétres climatiques doivent par
conséquent étre pris en considération dans l'étiraluade la qualité, quand on étudie le
développement des bananes.

Par ailleurs, Bugaud et al., (2006, 2007), Ch{B206), ont montré que les variations climatiques
n'avaient pas d'effet sur la durée de vie vertesaison de pluies pour une méme somme de

température donnée.

5 20

1B

18

yellow colour (B*)

14

firmness of fruit (N/s)

0 100 200 300 400 20 22 24 8 28 ap
rainfall imm/manth) mean dailv temperature (*C}

Figure 8 - (a gauche) - Corrélation entre les igations au cours de la croissance et la fermeté d
fruits mars. Chaque point est la moyenne de 5 ép#t. Source Bugaud, 2007

Figure 9 - (a droite) - Corrélation entre la tengtére moyenne journaliere durant la croissance du
régime et la couleur jaune (b *) des fruits mlarba@ue point est la moyenne de 5 répétitions.
Source Bugaud, 2007
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Chapitre 3 - Les molécules d’intérét santé au seithe Musa

Dans les Harmonies de la nature, Bernardin de $agmte a écrit: « la banane donne a 'lhomme
de quoi le nourrir, le loger, le meubler, I'habillet méme I'ensevelir », mais peut-elle aussi le

soigner ?

1 — Les composés phénoliques

1.1 — Généralités

Les composés phénoliques regroupent un vaste elsemisubstances chimiques comprenant au
moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs greup/droxyle, en plus d'autres constituants
(Salunkhe, 1990). Les composés phénoliques natuvatsde molécules simples, comme les acides
phénoliques, a des composés hautement polymémséme les tanins. Les polyphénols les plus
répandus dans le regne végétal sont les flavoneidies tanins. Leur biodisponibilité est fonction
de leur structure. Les polyphénols sont caracteriz@ la présence de plusieurs groupements
phénoliques et possedent d’autres fonctions catigmes, alcooliques... .

Les polyphénols sont communément subdivisés engihé&mples (acides phénols et coumarine),
en naphtoquinones, en stilbénoides (deux cycleké€par C2), en flavonoides (isoflavonoides et
anthocyanes (structure C6-C3-C6) et en formes pailg®es (lignanes, lignines, tanins). Ces

squelettes carbonés de base sont issus des migsiseltondaires des plantes.

Dans le cas de la banane, les teneurs en polyghéstalux sont plus élevées dans la peau (907
mg/100 g d’extrait sec) que dans la pulpe de baf282 mg/ 100 g d’extrait sec). Ce résultat est a
corréler avec l'activité anti-oxydante. En effeds lextraits issus des peaux de banane ont une
activité 2 fois supérieure a celle des extraitaigsde la pulpe, pour des temps d’incubation
identiques. Cette différence doit étre attribuda quantité de polyphénols présents (Someya et al,
2002).

1.2 — Classification des composés phénoliques
Ce tableau 8 est inspiré de Marcheix (2005), @&rd@eton (1999).
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COMPOSES PHENOLIQUES
Squelette } .
v boiid Classe Exemple Formule Origine
Cé6 Phénols simples Hydroquinone HO—{,  —0H  Busserole
- Acide O

C6-C1 e 3 = P- HO — \ Epices, fraises

hydroxybenzoiques 3 S oM

hydroxybenzoique
Acides Acide HO — . .
; : ; ; Tomates, ail

hydroxycinnamiques p-coumarique -

C6-C3
NG
Coumarines Ombelliférone ._L\ I l Carottes, coriandre
HO™ = 07D
Co6-C4 Naphtoquinones Tuglone : Noix
fed

C6-C2-C6  Stilbénoides Trans-resvératrol f Raisin

Flavonoides Kaempférol " Fraises
C6.C3-CE6 Isoflavonoides Daidzeéme Graines de soja

Anthocyanes Delphinidol ' : »  Raismn Cabernet-Sauvignon
(C6-C3), Lignanes Entérodiol Bactéries intestinales
(C6-C3), Lignines Bois, fruits 4 noyaux

l\- ¥

(C6-C3-C6), Tanins condensés Procyanidol ! Raisins, kaki

Tableau 8- Classification des composés phénoliffdascheix, 2005).



1.3 - La dopamine, un composé phénolique simple

Les végétaux contiennent des phénols de struciomglesdont le squelette est basé sur le C6-C1.
Ces composés dérivent de la voie biosynthétiqugliésylpropanes suivies par une dégradation du
squelette C6-C3 initialement forme.

La dopamine est un composé phénolique simple. dsllecaractérisée par un pouvoir antioxydant
plus fort que celui de la quercétine, de la lutemkt de la catéchine et un pouvoir similaire dus p

forts des antioxydants tels que la gallocatechaiaig et I'acide ascorbique.

La dopamine appartient a la famille des catéchalamet joue aussi un role de vasodilatateur des

coronaires. Elle stimule I'inotropisme cardiaque.

Hl:.

Dopamine

Figure 10 - Formule chimique de la dopamine

1.4 - Les flavonoides

1.4.1 — Généralités sur les flavonoides
Les flavonoides sont largement présents dans teereggétal. lls représentent les polyphénols les
plus distribués dans la nature et sont consomnggdiégéement sous forme de fruits, de Iégumes ou
dans des boissons tels que le vin, le thé, le tafdiere. lls sont capables de moduler 'actidés
certaines enzymes et de modifier le comportememiwgeurs systemes cellulaires, suggérant des
activités biologiques telles que des propriétési-inflammatoires, anti néoplastique et
hepatoprotectrice (Havsteen, 1983), vasculopratectranti allergique, antiulcéreuse et anti

tumorale. lls ont par exemple_été cités pour léls dinhibiteur des.sécrétions acides des cellules
L AN

..I"E o7

'l_H-_\_ 25
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pariétales gastriques (Beil, 1995). Les flavonoictasstituent un groupe de plus de 6000 composés

naturels.

1.4.2 — La biosynthése des flavonoides
La biosynthése des flavonoides se fait a partim dwécurseur commun: la 4, 2’, 4’, 6'-
tétrahydroxychalcone. La cyclisation de cette abradcstéréospécifique par la chalcone isomérase

forme la (S)-4',5, 7- trihydroxyflavanone conduisan squelette de base des flavanoides.

Hydraies de carbone 1
Pheén 1.-‘| alanine ——s 4-Coumaroyl-CoA AcétylCoA

Mlalowy ICaA ‘—J

Chalcone synihdiise Chaleans symihidims + 16 duc e

—_______
401 4 el droccy ghalcone ' -trihvdroxyg hnlcone
CHALCONE
L S

e i e
1550 17 il Er i
L

' i
Flavamnomne désony llavanons

FLAN ANONE

e
@!T 1

ISOFLAVONE

FLAYCISE. | 2 I
o \‘““

Dty droflavonol o

\‘_\_::il\'-\.l-'i'llll oo Fldiorane
F lamvareied &1 werhe R
FLAYOMNOLL.

i 4 dihydroooy fl avame el 3 bvdeoxyilavane
[PROANTHOCY ANIDINES) (CATECHOLS)

| |

L AMNIMNS COMDEMSES

ANTHOCY ANES

Figure 11 — Synthése des flavonoides

1.4.3 - Structure et classification
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Les flavonoide®nt une origine biosynthétigue commune et ils pdssetous un méme squelette
de base a quinze atomes de carbone constitué deud#@s aromatiques, de cycle eg (B et B),

reliés par une chaine eny @igure 12) [Bruneton, 1999].

Figure 12 : Squelette de base des flavonoides [Ebak 1996]

Tous les flavonoides dérivent de I'enchainementzéen pyrone et peuvent étre classés selon la
nature des différents substituants présents suytdes de la molécule et du degré de saturation du
squelette benza-pyrone.
Les flavonoides au sens strict sont des composgslalcubstitution par un noyau benzénique se
fait en position 2. Les composés présentant unstiswiion en position 3 sont désignés par le terme
isoflavonoide. Plusieurs sous-groupes existentnsédodegré d’insaturation et d’oxydation de
I'hétérocycle (Fengel et Wegener, 1984). Selonalame de I'hétérocycley (pyrone ou son dihydro
dérivé), on distingue :

- les flavones et les flavonols

- les flavanones, les flavanols et dihydroflavanols
Les flavonoides peuvent se présenter sous forngdyd@nes ou génines ou d’hétérosides. Flavones
et flavonols sont les composés flavonoidiques les pépandus, notamment avec la quercétine,
l'apigenine. Les flavanones (naringénine) et lesavdhols (catéchines) ainsi que les
dihydroflavonols (dihydrokaempferol, dihydroqueme) et les dihydroflavan — 3,4-diols
(leucocyanidol) sont considérés comme des flava®oidinoritaires en raison de leur distribution
naturelle restreinte.
Les flavonoides existent généralement dans la@atus forme hydroxylée et combinés a diverses
molécules, ce qui explique la grande variété decoaegposes (figure 13). La présence de glucides
ou groupements méthyle sur les hydroxyles phénedigest trés fréquente. Pour la plupart des
flavonoides, la chaine aliphatigue propane esugecldans un hétérocycle pyrane. Toutefois, il
existe d’autres molécules pour lesquelles la chahopane, qui relie les deux cycles A et B,

présente des squelettes différents a savoir : @hed; aurones, isoflavones.
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Class Gieneral structure Flavonoid
¥

Flavanol (+catechin
[-J-epicatechin
Epigallocatechin gallate

%

chrysin
apigenin
rutin

Flavone

luteokin
lateodin glucosides

Flavonol kaempferol

quetcetin

myricetin
tamarixetin

Flavanone
{dihydrofavon

naringin
naringenin
taxifolin

eriadictval
hesperidin
lsoflavone genistin
genistein
daidzin

daidzein
Anthocyanidin apigenidin
evanidin

3% £ %

Substitution Pattern

3.5.7.3.4-0H
3.5,7.34-0H
1,5, 7,374 50H, 3 -pallare

5.7-0H
5.74-0H
5.7.340H. J-rutinosc

573 4-0H
5.1,3-0H, 4'-glucose
54%0H, 4, 7-glucose

3.3, 74-0H

3.5, 7.3 40H

34 5-0H
IVOH4-0Me

35,7,
AT
5 4%0H, T-rhamnoglucose
5.74-0H

15,75 4-0H

5.73W-0H

1,5,3%0H 4"-0Me, T-rutinose

5.4%0H, T-glucose
5,7.40H

A4'-0H, 7-glucose
TA-OH

5.7440H
1.5, 74%0H,3,5-0OMe

[Hetary Sources

Tea (camellia sinensis)”
Tea®
Tea"

Fruit skins

Parsley, celery

Red wine® | buckwheat
citrus, tomato skin®

Red pepper’’

Leck, broccoli, endives
grapefruit, black tea
Chvion, letiuce, broceoli
tomato, tea, red wine
berries, olive oil, appleskin

Cranberry grapes, red wine

Citrus, grapefruit
Citrus fruits
Citrus fruits
Lemons™
Oranges

Sovbean'"”
Soybean'"
Sovbezn'”
Sovbean'"

Colored frutts
Cherry, raspberry, strawberry

TEAC (mM)

3
T

k)

&= ra hd

143
|45
X4

21
74
0.79

1.34

024
|.53

‘.:HE

Figure 13 - Classification, structure, sources afitaires et activités antioxydantes des flavonoides

exprimées en Trolox equivalent (TEAC). De forteteuss TEAC traduisent de fortes capacities

antioxydantes. Un groupe « 3-hydroxy » libre et stricture 3 _, 4 -catéchol (dihydroxy), une

double liaison 2-3 et un groupe 4-oxo dotent lgdteoide d’une activité supérieure aux isoformes

dépourvues de ces fonctions. Une substitution gigogue diminue la valeur TEAC (Kelly 2002).

Class Examples
Flaveraids
Flavonols Quercetin, kaempferol, myticetin
Flavones Lutzolin, apigsnin
Isoflavones Diatdzein, genistein
Flavanonas Hesperefin, naringenin
Flavanols

Catechins (monomers)
Proanthocyaniding (polvmers)
Anthocyanins

Phenolic acids
Cinnamic acids
Benzoic acids
Ellagitannins

Catechin, epicatechin, zallocatechin
Procyanidins, prodelphinidins
Cyanidm, delphinidin

Caffeic acid, ferulic acid, chlorogenic acid

Gallic acid

Casuarictin, sanguin HE

Tableau 9 — Classification des polyphénols selandé&ucture chimique
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Flavanone
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Dihydrofiavonol
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Anthocyanidines Flavan-3-ol Flavan-3 4-diol
Figure 14 - Famille des flavonoides
EH= CH—
| ] |
CH CH,
D |;|'_|
Chalcones Dihydrochalcones
H o}
5] 0
ALrones lsollavones

Figure 15 - Structure de d’autres types de flavdesi
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1.4.4 — La catéchine, un flavanol, une sous-cldedtavonoides

Les catéchines sont des flavanols, une classeastenibides. Les catéchines montrent des effets
antioxydants marqués contre la peroxydation lipididKondo, 1999) et des effets protecteurs
contre des pathologies telles que les cancers ktdiea cardiovasculaires. lls ont été reconnus

comme les meilleurs antioxydants en phytochimie.

sy U

. 6 5 0H
0. 9,0 1 N g
Kk : S — on

v s 7 | T2

| PR pa— . 1
2 e ¥, 3
P s s] {-‘

AT~ 3\ mm  OH
55 87 oo 5 ey OH

OH o,

Figure 16 — Structure des catéchines

L’identification des antioxydants de la banane\&l& la présence de gallocatechines au sein de la
peau et de la pulpe. Les extraits de peaux de kad&8mg/ 100g d’extrait sec) sont plus riches en
gallocatechines que ceux de pulpe (29,6mg/ 100gtrdie sec). Ces extraits ont montré, par
conséguent, une activité antioxydante supériewella de la pulpe de banane. Par conséquent, la

teneur en gallocatechines participe a la capantiéxydante des bananes (Someya et al, 2002).

JIlI

Control Gallic acid Pulp Peel

60

(] Sl £+ Ln
= = = =

Incubation time (day)

)

0

Figure 17- Effets d’extraits de banane sur l'autgeation des lipides. Des extraits de pulpe de
bananes (1 mg/ml, pulpe), de peaux de bananes /fhimmeau), 0.5 mM d’acide galliqueet de l'au
distillée (contréle) ont été utilisés pour I'esaatioxydant. Les temps d’incubation sont comparés a

0,3 d’'absorbance 500 nm. (Someya et al, 2002).
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1.4.5 — La leucocyanidine, un anthocyanidine, uines<lasse de flavonoides

Les principaux composants de ce groupe de compmagphénoliques sont les flavan 3,4 dios

(aussi connus comme les leucoanthocyanidines) (8imds) 1954).

OH
HO 0 \‘“\\@
W OH

OH

OH OH

Figure 18 - Formule chimique de la leucocyanid®&’( 4,4’, 5, 7- hexahydroxyflavan))

1.5 — Les tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques, lsslulans I'eau, dont les masses molaires se
situent entre 500 et 3000. En sus, de présenteédesions caractéristiques des phénols, ils sont e

général capables de précipiter les alcaloideséliige et les autres protéines (Stévanovic, 2005).
Cette réactivité avec les protéines est a l'origies propriétés tannantes qu’ils exercent sur le
collagéne de la peau au cours de la transformal@la peau en cuir, la rendant imputrescible et
moins perméable a I'eau. Les tannins sont tresndiadans le monde végétal, leur teneur et leur
nature varient d’'une espéce a l'autre. On distinglepres leurs structures et leurs propriétésx deu

types de tanins : les tanins hydrolysables etdes$ condensés.
1.5.1 — Les tanins hydrolysables

On les classe en deux catégories :
- les gallotanins qui liberent de I'acide galliqetdeurs dérivés galloylés (depsides)
- les ellagitanins qui liberent par hydrolyse decide gallique accompagné par les acides
ellagique, hexahydroxydiphénique, valonique.
En général, les tanins hydrolysables ont un poideculaire plus faible et précipitent les protéines
beaucoup moins que les tanins condensés (Jarrg$h).1lls sont caractérisés par une partie

centrale de polyol (dans la plupart des ¢as; D- glucose) dont les fonctions hydroxyles sont
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estérifiées avec I'acide gallique (figure 19). L&13, 4, 6- pentagalloyk glucopyranose occupe une

place centrale dans la biosynthése des tanins lygdites (Gross, 1999).

GOOH o \fo
rf b 1

HO OH ) 0-G HO OH
OH OH

Acide pallique 1,2,3.4,6-penta-0-galloyl-B-D-glucose  Residue de galioyl

Figure 19 - Structures fondamentales des tanidsohysables
1.5.2 — Les tanins condensés

Les oligoméres hétérogenes dont la structure éet dux flavan-3-ols et flavan-3,4-diols, sont
nommeés les proanthocyanidines ou les tanins cogderis ont plusieurs propriétés communes
avec les tanins hydrolysables, telles que la pitdtipn des protéines en solution aqueuse et
I'astringence caractéristique au niveau de la langu

Les tanins condensés ont été nommés pendant lopgties leucoanthocyanidines. Actuellement,
ce nom est réservé aux flavan 3,4-diols. Les lentboayanidines sont en effet les
proanthocyanidines monomeres, tandis que les tanias condensés qui possedent une efficacité
tannante et astringente optimale se retrouvent ipsndimeres, les trimeres et les oligomeres
proanthocyanidines (figure 20).

Les unités de monomeres sont principalement liaedgs liaisons C-C entre les carbones 4-6 ou 4-
8. En régle générale, les monomeéres constituties proanthocyanidines liés entre eux par des
liaisons C-C 4-6 (Porter, 1992). De plus, les witdonomeéres peuvent étre liées en d'autres
positions dans la chaine polymérique. Les proantudines sont donc des polymeéres irréguliers
(Porter, 1992). D’un point de vue structural lesgmthocyanidines formés par des liaisons C-C 4-8
entre deux molécules de flavan-3-ols sont appeal@grds de type B. Par contre, les diméres de
type A sont constitués des unités de 5-déoxyfl8+mhgui sont préférablement liés par des liaisons
C6C 4-6. Ces dimeres sont a la base des systémsewmmias condensés de type résorcinol. lls

proviennent majoritairement de deux familles : Lmgwosae et Anacardiaceae.
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Figure 20 - Les molécules monomeéres de tanins cmédeg(d’aprés Diouf 2003)

2 — Les phytostérols

2.1 - Les stéryl glucosides

Quelques steryl glucosides tels que le campes®&rgl D glucopyranoside, stigmasteryl B-D
glucopyranoside et le sitosteryl B- D glucopyranoside ont été identifies comme laaggpaux
constituants des bananiers (838.4-1824.3 mg dg sfieicosides /kg MS) (Oliveira, 2005) mais
aussi des fruits (273 — 888 mg d’acylstéryl gludesi kg MS). Bien que ces composants soient tres
présents dans le regne végétal, on ne les retrgu'em trés petites quantités chez la plupart des
especes. C'est le cas de Musa paradisiaca quiéserge que des traces (Ghoshal et Saini, 1984).
Les glucosides sterylés appartiennent a la farddéle phytostérols. Les phytosterols sont connus
pour leurs effets bénéfiques sur la santé, assadi@gégime alimentaire, notamment leur capacité a
réduire le cholestérol sanguin. Récemment, lesgstéttols et notamment le dérivé @sitosterol a

retenu I'attention en raison de ses propres prigwides propriétés pharmacologiques de type anti-
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inflammatoires, hépatoprotectrices, ont été atédsuau - sitosteryl glucoside. Cependant, ses

activités anti-mutagene et anti-tumorales sonples notables.

W OH

HO
HG o

H OH

HO o]

Figure 21-  Structures desl-3  steryl glucosidesntiiés dans difféerentes  fractions

morphologiques d&l. acuminata Colla var CavendigBliveira et al., 2005)

2.1.1 - Les sitoindosides IV

Les sitoindosides IV ou 3-(2’-O- palmitoyl-myo-intys-(1'-6)- glucopyranoside) sitosterol. Ce
sont des molécules présentes uniguement danefpéses végétales :

- Musa paradisiaca

- Gnetum pendulum

- Cremanthodium ellisii
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Figure 22 - Structure de la molécule de sitoinde$id(Oliveira et al, 2005)

3- L’amidon résistant

L’amidon résistant fait référence a la fractionrdidon qui n’est pas hydrolysé en D-glucose dans
le petit intestin, 120 min apres son ingestion negisest fermenté dans le colon. Quelques études
ont montré que I'amidon résistant est une molétnéaire deo- 1- 4 D- glucane, essentiellement
dérivé d'une fraction d’amylose rétrograde et auecpoids.nioleculaire rpla:[if de 1,2x10 5 Da
(Tharanathan, 2002). \ Hk,-;j }
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Les aliments contenant de I'amidon résistant dohgénéralement une réponse glycémique faible
parce que cet amidon n’est pas digestible dangtie iptestin. En effet, 'amidon résistant passe
dans le gros intestin ou il est fermenté.
- RS1: 'amidon peut échapper a la digestion sil enchevétré dans une matrice qui le
rend inaccessible aux enzymes digestives,
- RS2: certains amidons sont connus pour avoigdasules qui résistent a la digestion,
- RS3: certains amidons sont cuits et refroidis, g@nulés et parfois ramifiés, formes qui
se réassocient et cristallisent (RS3),
- RS4: finalement les amidons qui sont structareéint modifiés deviennent résistants.
Des exemples d’amidon de type RS2 incluent lesujeand’amidon de bananes vertes. Lorsqu'ils

sont cuits dans de I'eau, ces amidons perdentudedsistance.

De nombreuses études ont mis en évidence les b#at&fiques des amidons résistants sur la santé,
notamment leurs réles dans les désordres, trodigestifs (J.L Ble et al, 2011 ; Fuentes-Zaragoza
et al 2011.

L’amidon résistant est moins énergétique que l'amidligestible. Il est également moins
hyperglycémiant et hyperinsulinémiant que d’autiksients amylacés plus digestibles. En raison
de leur faible pouvoir hyperinsulinémiant, il paitrétre bénéfique dans la prévention du diabete
de type 2, de I'obésité ou des maladies cardioVases. Ces amidons pourraient également servir
a la prévention de certaines maladies telles quareer ou certaines maladies inflammatoires du
colon. Ceci serait lié a I'un des acides gras dnghaourte produit au cours de la fermentation
colique, I'acide butyrique qui est reconnu comnmeeasiel a la santé du colon.

Type of Description Digestion in small intestine  Resistance reduced  Food sources
starch by
RS1 Physically inaccessible to digestion by Slow rate; partial degree Milling, chewing Whole or partly milled grains and seeds, legumes,
entrapment in a non-digestible matrix Totally digested If properly pasta
milled
R52 Ungelatinized resistant granules with type  Very slow rate; little degree  Food processing Raw potatoes, green bananas, some legumes, high-
B crystallinity, slowly hydrolyzed by o- Totally digested when and cooking amylose starches
amylase freshly cooked
RS3 Retrograded starch formed when starch- Slow rate; partial degree Processing Cooked and cooled potatoes, bread, corn flakes, food
containing foods are cooked and cooled Reversible digestion: conditions products with prolonged andfor repeated moist heat
digestibility improved by treatment
reheating
RS4 Selected chemically-modified resistant As a result of chemical Less susceptible to Some fibre: drinks, foods in which modified starches
starches and industrially processed food modification, can resist digestbility invitro  have been used (certain breads and cakes)
ingredients hydrolysis

Tableau 10- Les différents types d’amidons résistéirunn & Buttriss, 2007).
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3.1 — L’amidon résistant type R1
C’est un amidon physiquement inaccessible, car emier est piégé dans tout ou partie du
grain.L’amidon résistant de type 1 est donc un amidaccessible physiguement a la digestion en
raison de la présence de parois cellulaires irgadt:s le grain, graines ou tubes (Hernandez,
Emaldi, & Tovar, 2008).C’est un amidon stable thiguement dans la plupart des opérations de
cuisson, ce qui permet son utilisation comme ingréddans la plupart des produits alimentaires

conventionnels (Sajilata, Singhal,& Kulkarni, 2006)

3.2 — L’amidon résistant de type R2
C’est un amidon présent naturellement sous formgrdms, dans les végétaux crus ou verts, non
gélatinisés.
Pour rappel, 'amidon se compose de deux typesmylose, chaine linéaire de glucoses liésien
D (1- 4) et 'amylopectine, chaine ramifiée de gises (environ 4000 unités) liés enD (1- 6)
(Zobel, 1988). Au sein du grain, I'amidon est d&wient replié dans un modeéle radial et
déshydraté. Cette structure moléculaire compaatéelil’'acces par les enzymes digestives, les
amylases et contribue a la résistance du grainid@mcru, R2. Dans notre alimentation, ce type
d’amidon cru est consommé par le biais des bananes.
R2 décrit donc des granules d'amidon natifs qui pastégés de la digestion par la conformation ou

la structure du grain d'amidon.

3.3 — L’amidon résistant de type R3
C'est un amidon résistant qui se forme par rétoagian de I'amylose lorsque des aliments riches
en amidon sont cuits puis refroidis. Il est patterement intéressant du fait de sa stabilité
thermique.
En présence d’exces d’eau et par chauffage, latsteimoléculaire des granules d’amidon (RS2)
est modifiée. On parle de gélatinisation, laque#led les molécules pleinement accessibles aux
enzymes digestives. L’'amidon s’hydrate typiquemdsnts des gammes de température allant de
40°C a 120°C relatives a la source d’amidon et@uwgentage d’amylose. Apres refroidissement,
'amidon se re-associe selon un process lent appglégradation. Durant la rétrogradation,
'amidon peut se ré-associer et former des strasttnes compactes (doubles hélices) stabilisées par
des liaisons hydrogene (Wu, 1978). Le process dasgéciation peut étre prolongé par

déshydratation. Ces structures sont thermiquemssg stables et peuvent seulement étre
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réhydratées a 80°- 150°C, en fonction de forceedaidhature de la déshydratation (Colonna, 1992 ;
Morris, 1990).

Dans la formation de I'amidon résistant de type IB$rain d’amidon est completement hydraté.

Random Junction Zones—

Coil Double Helices Crystalites

Figure 23 — Cristallisation de 'amidon
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Sample Preparation
milllhamagenize
extract fipid
analyze free glucose

Add
guar gum and
glecose standard

¥
Enzymatic Digestion

sodium scetate buffer Rapidly Digested Starch
amyloglucosidase — (RDS)
pancreatin
inverase analyze for glucosa

70, 20 un,

¥
Enzymatic Digestion

sodium acetate buffer Slowly Digested Starch
amyloglucosidase — (sD5)
pancraatin
inveriase analyze for glucose
IrC, 100 min

¥
Dissolve Resistant Starch
concenirated KOH

"L, 15 min,
i
Starch Digestion Resistant Starch
amylogiucosidase —— (RS)
7O°C, 30 min analyze for glucase

Figure 24 — Méthode Englyst pour évaluation de idon résistant type 3 (Cummings, J. H., &
Englyst, H. N. ,1991).

3.4 — L’amidon résistant de type R4
C’est un amidon résistant qui est formé par modlificn chimique pour résister aux enzymes
digestifs. Sa structure n’existe pas a l'état r@tu€Ce sont par exemple des éthers ou esters

d’amidon...)
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Chapitre 4 — Evaluation des activités biologiquestasein de Musa

1 — Le stress oxydant

1.1- Les radicaux libres

On parle de stress oxydant quand le nombre de aaxlidibres (alimentation, pollution...)
augmentent ou quand le systéme de protection perdod efficacité (mutation, inactivation
d’enzymes...). Le stress oxydant peut entrainer uite d'événements cellulaires et moléculaires
ayant pour conséquences des dysfonctionnements sigralisation cellulaire, des altérations de
l'infrastructure cellulaire, des réponses inflammiras, une modulation de la prolifération et
différenciation cellulaire, la mort cellulaire ; &ress oxydant est aujourd’hui reconnu comme un
facteur d’'inflammation et de mutagenése. Les lipidetamment les acides gras poly-insaturés sont
hautement sensibles aux radicaux, ce qui expliceféetl délétere de ces especes chimiques
hautement réactives sur la structure des membregladaires (Scrive 1990; Poli, 1987). Les
radicaux qui dérivent de I'oxygene ont un effettigatierement destructeur au niveau cellulaire.
Ces derniers échappent aux défenses anti-oxydaetda cellule et modifient les composants
cellulaires (acides nucléiques, protéines, lipidpaj production d'’AGE (Advanced Glycation
Endproducts) et d'ALE (Advanced Lipoxidation Endjrots). Le stress cellulaire engendré conduit
a un dysfonctionnement catalytique de I'ensembl&dellule pouvant provoquer la mort cellulaire
(Wolfe, 1994). Les radicaux peuvent également aginiveau de 'ADN du noyau, notamment au
niveau des bases azotées qui le constituent (G22023).

Parmi les effets attribués aux radicaux, on peigr da dénaturation des acides aminés qui peut
entrainer la diminution d’expression, le dysfonectiement ou l'inactivation d’enzymes et de

molécules métaboliques (Bousquet, 1992).
1.2 - Les systémes de défense cokgdation
1.2.1 — Les antioxydames$olubles
Ce sont principalement des caroténoides et degpltécols. On les retrouve au niveau des

membranes cellulaires et des lipoprotéines plaspnesi circulantes. Leur structure chimique leur

permet de réagir directement avec les radicaugdibt d’inhiber la peroxidation lipidique.
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La vitamine E est le principal antioxydant des meanbs cellulaires. Elle désigne sous un terme
générique I'ensemble des tocophérols et tocotrirlle est constituée d’'un noyau 6-chromanol
sur lequel est fixée une chaine phytyle entierersatuirée.

Les tocophérolsi, B, 8, y détruisent les radicaux peroxyles (ROO-) et alkexyRO-). Grace a leur
hydroxyle phénolique en formant des hydropéroxyiédiques et le radical tocophéryle.

Les caroténoides ne sont synthétisés que par lgétardx et ont des capacités antioxydantes
similaires a celles des tocophérols. lls formente wgrande famille de polyénes conjugués
pigmentaires. Ces molécules sont constituées @¢ofles de carbone formés de 8 unités isoprene a
des extrémités pouvant étre cycliques. Le phytpatécule linéaire de 40 atomes de carbone et
est précurseur des carotenes. Il subit des déasans et des cyclisations a ses extrémités pour
donner les caroténes. Grace a leur longue chaingorege riche en doubles liaisons, les

caroténoides sont d’excellents piégeurs de radipatpxyles et d’oxygéne singulet.

1.2.2 — Les antioxydants hydrosolubles

Les principaux antioxydants hydrosolubles sonttamwine C et le glutation (GSH).

La vitamine C est aussi appelée acide ascorbiglie.peut réagir avec les especes oxygénées
réactives comme HO° et O° et former le radical slestiydroascorbate. Peu réactif, ce dernier est
oxydé en radical deshydroascorbate. Elle peut dinsser la peroxidation lipidique en régénérant
d’autres antioxydants tels que la vitamine E. tl&soter qu’a fortes concentrations et en présence
de fortes doses de fer, la vitamine C peut devaoiroxydante. Certains groupes thiols des acides
aminés dans leur forme réduite ainsi que les atigoents (Cu, Zn, Se, Mn, Cr) peuvent aussi

piéger les radicaux libres.

1.2.3 — Les antioxydants polyphénoliques
lls constituent I'une des plus grandes famillessdEnrégne végétal. lls incluent tous composés
constitués d'un noyau aromatique, contenant un losiqurs substituants hydroxyles et incluant
différents groupes fonctionnels dérivés (estergcaglides...). lls peuvent aller de molécules

simples comme les acides phénoliques a des compagtsmment polymérisés comme les tanins.
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2 - L'impact des polyphénols sur la santé, préverdn des désordres dégénératifs

Les polyphénols issus des fruits et legumes desradtmentation ont recu un intérét considérable en
raison de leur role présumé dans la préventiordokess désordres dégeénératifs tels que les cancers
et maladies cardiovasculaires. Ce role présumiasst sur un grand nombre d’études sur animaux,
d’études cliniques et épidémiologiques. Ces effetst renforcés par l'identification de possibles
mécanismes d’action. Certains de ces mécanismes gdaéeriques et d’autres plus spécifiques a
certains polyphénols en patrticulier.

Tous les polyphénols sont des agents réducteues ¢éant que tels, ils neutralisent les radicaux
libres, participent a la régénération des autrémxdants tels que la vitamine E et protégent les
constituants cellulaires de I'oxydation. Leur stawe chimique influence leur potentiel Redox. Les
polyphénols ayant deux groupes hydroxyle voisins 8u résidu aromatique sont de meilleurs
piégeurs de radicaux libres que les polyphénols ave seul groupement hydroxyle par résidu
aromatique (Scalbert, 2002) ; Jovanovic, 1998). e@dpnt I'amplitude de ces différences est
beaucoup plus faible que celles concernant I'altgorpntestinale. Il est indispensable d’évaluer la
biodisponibilité des différents polyphénols poupkguer leurs effets santé respectifs.

Une preuve indirecte de I'absorption a travers daribre intestinale est 'augmentation de la
capacité antioxydante dans le plasma apres constbommdaliments riches en polyphénols
(Furhman, 1995 ; Maxwell, 1994 ; Serafini, 1998).

L’analyse de l'urine, apres ingestion de quantdé@smnées de certains polyphénols permet de
comparer la biodisponibilité des différentes molésiprésentes dans I'alimentation. Les quelques
études humaines montrent que les quantités de hirtgls retrouvées intactes dans l'urine varient
d’'un composé polyphénolique a un autre. Parmi lesvohoides, la biodisponibilité est
particulierement faible pour la quercétine et kineimais beaucoup plus élevée pour les catéchines,
flavanones ou anthocyanidines (Scalbert et al, 002

La structure des polyphénols a un impact majeur I'sixsorption intestinale. Les paramétres
structuraux les plus largement incriminés restentmiasse moléculaire, la glycosylation et

I'estérification.
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Figure 25 — Routes pour les polyphénols et leurtsbadites, chez I'homme

2.1 - Le métabolisme des polyphénols

Les polyphénols sont métabolisés soit dans leasissne fois qu'ils sont absorbés a travers la
barriére intestinale, ou soit par la microflore dolon pour les fractions non absorbées et les
fractions re-excrétées dans la bile. Tous les pagpls sont conjugués en O-glucuronide, sulphate
d’esters et O-methyl ether. Cette conjugaison apgremiérement au niveau de la barriere

intestinale. Ces composés conjugués atteigneniternsidoie ou ils sont métabolisés.

2.2 - Les applications Santé des polyphénols

La plupart des études sur les propriétés biologiqies polyophénols ont été menées sur les
flavonoides dans leur forme native. Il a été démdoue les flavonoides interagissent avec les
récepteurs afin d’'inhiber les enzymes et induire ponses diverses dans des cultures cellulaires.

Cependant, certains des effets biologiques observéxpérimentation animale ou études cliniques
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devraient étre expliqués par leurs métabolites ahiens. Les propriétés biologiqgues des
métabolites microbiens des polyphénols ont rarengd@texplorées. En raison de leur nature
phénolique, ils devraient contribuer a une protectiontre le stress oxydant.

Par ailleurs, certains bénéfices santé des polybére devraient pas requérir leur absorption a
travers la barriére intestinale. La plus forte @nication locale de polyphénols a été trouvée tans
lumiére intestinale (Santos-Buelga, 2000). lls d@ant avoir un impact direct sur la muqueuse
gastrique et la protéger du stress oxydant or @gidn carcinogene. Les proanthocyanidines ne
sont par exemple pas absorbés a travers la bamigstinale (Scalbert, 2002). Les polyphénols
interagissent aussi avec les nutriments dans |la&henntestinale. lls forment des complexes stables

sans ions ferriques et limitent I'absorption dudans I'intestin (Hurrell, 1999).

3 — Prévention de l'ulcere gastroduodénal

L'ulcere gastroduodénal est une rupture de I'égrelientre les agents agressifs et les facteurs de
défense au niveau de la muqueuse gastroduodériakd. Uhe maladie fréquente. Son incidence
annuelle est de 1 pour 1000 habitants agés dalpld$ ans. L'ulcére duodénal est deux a trois fois
plus fréquent que l'ulcére gastrique.

Des études menées avec la banane plamtéursg sapientum var. paradisidcant indiqué une
activité protectrice et réparatrice dans les cadcdres, a travers une action sur les facteurs de
défense de la muqueuse (Sanyal, 1964 ; 1965) résssbxydant et la colonisation par Helicobacter
pylori sont considérés étre les principaux factenasponsables de la pathogenése des ulcéres

gastriques.

3.1 - Cytoprotection avec la leucocyanidine

3.1.1 - Réle des flavonoides

Les propriétés antiulcéreuses de la banane ompéfémeées par des travaux effectués par Best en
1984 (Best, 1984). Ceux-ci indiquérent, lors dedte préliminaires, que I'agent anti-ulcéreux actif
chez la banane était polaire, extractible avecedeilchaude ou de 'alcool, mais que I'activitéi-ant
ulcérogene était perdue aprés chauffage a plu®©te jSlLes métabolites secondaires polaires les

plus communs, présent dans la pulpe de banane,cemmius pour appartenir au groupe des
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flavonoides (Simmonds, 1954 ; Beil,1995) : le ppat composant de ce groupe est le flavan-3,4-
diol, aussi connu sous le nom de leucoanthocyamidins’agit d’'un monomeére constitutif des
tannins.

Les flavonoides sont connus pour leurs activitédi-iaflammatoire, antinéoplasique et
hépatoprotectrice. Plus récemment, Beil a démaquedles flavonoides réduisent la sécrétion acide
des cellules gastriques pariétales. (Lewis, 1999)

D’aprés ces travaux, la leucocyanidine montre dancdle protecteur significatif, mais incomplet.
Donc, la banane pour agir doit influence la séorétle mucus, stimuler la croissance des cellules

mucosales ou agir par d'autres mécanismes resgduntieer.

Goel and al (1986) ont également démontré que ladngode pulpe de banane avait un effet
protecteur significatif en contribuant: a l'augnainon de I'épaisseur de la muqueuse ainsi qu'a
I'accroissement de I'incorporation de la thymidjrigH] au sein de '’ADN mucosal. La poudre de
banane devrait donc renforcer la résistance de lagueuse aux agents ulcérogenes
(phenylbutazone, aspirine) mais aussi promouvoicitatrisation en induisant une prolifération
cellulaire. Les analyses histologiques de la muge@astrique glandulaire ont été réalisées afin de
déterminer les degrés de sévérité des ulcéres éphisseurs de muqueuse.

Les extraits de pulpe de bananes plantains obteprés extraction au méthanol renforcent les
défenses mucosales en augmentant la sécrétion deanla teneur en glycoprotéines mucosales et
la prolifération cellulaire (Goel, 2001).

Par ailleurs, la littérature évoque le rble de mdmbition des extraits méthanoliques de pulpes de
bananes plantain dans la colonisation de Helicebaaylori. Les travaux ont été réalisés sur

plaques de 96 puits et H. pylori a ainsi été incebénilieu liquide bien que la souche bactérienne
H. pylori utilisée soit une souche qui pousse siliem solide enrichi en sang de cheval (Goel,

2001).
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Figure 26 — La couche laminale de I'estomac desaaité colorée avec de I'éosine haemotoxyline
et du bleu alcian. A noter la couleur bleu alciam k& surface de I'épithélium et sur la portion

superficielle de la muqueuse (apical) (X162).

Figure 27- Muqueuse des rats traits a I'aspiringnofer l'insuffisance des cellules apicales a se

colorer en bleu alcian (X162)
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Figure 28 — Micrographie montrant I'estomac des tadits au DRBP. La coloration Bleu alcian est
plus intense et s’étend aux couches cellulairab@ples plus profondes des cryptes. L’activité es

aussi observée dans certaines zones des glandgzplandes (X162).

3.2 — Cytoprotection par les sitoindosides

Les sitoindosides sont des acylsterylglycosidesir lagtion bénéfique a été démontrée dans les cas
d’'ulcéres induits par l'aspirine chez des rats s doatients atteints d'ulcéres gastriques
(Ghoshal, 1984 ; Ghosal, 1985). Chattopadhay et 1887ont étudié plus précisément les
mécanismes d’action des sitoindosides extraitsat@es plantains. Les sitoindosides jouent un
réle anti-ulcérogene grace a leur action d’actoraties macrophages péritonéaux.

Les sitoindosides IV ou sitosterol 3- [27- O- patgkmyo-indosityl- (1 -6")-D-
glucopyranoside], extrait de bananes plantains @Mparadisiaca), aux doses de 100 a 400
pg/souris, sur une période de 3 a 7 jours produises mobilisation et activation significative des
macrophages péritonéaux. Les macrophages péritorsgaaient impliqués dans le nettoyage des
tissus endommageés en augmentant la phagocytoaesétriétion de substances biologiques actives
qui en stimulant la prolifération et la synthésecdbagéne par les fibroblastes guériraient lesutis
L’augmentation du ratio protéine/ADN suggéere uniévée cellulaire accrue.

3.3 — Cytoprotection de la muqueuse gastrique avéamidon résistant

La pulpe de banane est riche en amidon résistamretésistant. L’amidon résistant été démontré
prévenir les infections pathogenes ou diarrhéetret lEenéfique dans des pathologies telles que
l'insulino résistance, le cancer du colon, les diéss hépatiques ou rénaux chroniques (Sajilata et

al., 2006). En effet, la prise d’amidon résistaattgpe 2 (RS2) sur une longue durée améliore
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lintégrité de la muqueuse du colon. Elle réduitssiul’apoptose intestinale et la réactivité
immunitaire. L’amidon résistant est effectivemestnienté par les bactéries du colon en de courtes
chaines d’acides gras. Chez 'homme, la fermemadi® I'amidon résistant dans le gros intestin
semble augmenter la production de butyrate. Lerhtgyest reconnu comme étant le carburant
préféré des cellules du colon. Il est égalememniaesable de la modulation de certaines fonctions

telles que la prolifération, la différenciationl’apoptose des cellules du colon (Nofrarias, 2007).
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Chapitre 5 — Méthodes d’extraction des composés éfst

1 — Extraction

L’isolement des composés phénoliques des plantegxteaction est un processus généralement
tres difficile en raison de la variété de compagdd est possible de trouver dans les échantillons
naturels. L'obtention de rendements élevés estoadompliquée et par conséquent des soins
doivent étre pris pendant la manipulation afin d&vles modifications chimiques qui peuvent
survenir lors du process d’extraction en raison’agivité enzymatique élevée des échantillons
naturels et de l'utilisation de fortes température®xydation et I'isomérisation durant I'extraeti
sont un souci constant (Antolovich, 2000).

C’est ainsi qu’afin de protéger les composés paypltiques contre les processus de détérioration
pendant I'extraction, I'ajout d’antioxydants etttavail dans des conditions d’atmosphére inerte ont
été des solutions proposées. La fidélité entredélgpolyphénolique de départ et celui de I'extrai
obtenu est un parametre important qui doit étre @mi considération. Par conséquent, dans le cadre
de ces travaux, des solutions reposant sur la ¢oémipe des fluides supercritiques ou de la
macération ont été étudiées afin de déterminerpbich des procédés sur les molécules. Les
conditions utilisées doivent étre douces afin d&vi’oxydation, la dégradation thermique et
d’autres changements chimiques et biochimiques éanschantillons naturels.

Parmi les technigues existantes pour I'extractiea golyphénols, il y a la macération. C’est une
méthode traditionnelle tres utilisée (Spigno et FEaveri, 2007 ; Budic-Letoc et al, 2005). Cette
méthode, malgré les temps longs d’extraction etilisation d’'une quantité considérable de
solvants, est relativement peu colteuse car nosocomatrice d’énergie. De plus, elle se déroule a
température ambiante ce qui est tres positif poonserver lintégrité des molécules

polyphénoliques qui sont sensibles aux changenaentismpérature.

2 — Technologie innovante d’extraction, le FLUIDE §PERCRITIQUE

2.1- Historique

En 1680, Denis Papin démontre expérimentalement lqupoint d’ébullition de l'eau peut

disparaitre en augmentant la pression. Le baromi@abde La Tour (1822) fut le premier a
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identifier ce nouvel état de la matiere. lll'appek I'état particulier ». Ce n’est qu’en 1869 dee
terme « point critique » et que I'état supercriédurent introduits et décrits par Thomas Andrews
suite a ses travaux sur le dioxyde de carbone. dénWaals (1873) développa par la suite une
eéguation d’état pour les gaz non-idéaux.

Hannay et Hogarth (1879) démontrerent que certaoigles tels que la chlorophylle étaient
solubles dans de I'alcool supercritique, suite addervation qu’ils firent de fines particules de
solide produites en diminuant rapidement la pressgiane solution supercritique. lls furent ainsi
inititeurs du procédé RESS (Rapid Expansion of pe&uritical Solution) qui est utilisé aujourd’hui
en précipitation.

Zosel (1978) fut parmi les premiers a développextfaction de produits naturels au CO2
supercritique. La premiére application fut 'extian de la caféine des grains de café.. Le C02
bénéficie de nos jours d'un fort engouement pouwr ajgplications propres al’extraction. Apres une
description des propriétés des fluides supercasqirSC), nous nous intéresserons plus en détails a

son utilisation dans ce domaine particulier.

2.2- Propriétés des fluides supercritiques (FSC)

On parle d’état supercritique quand un composénélange ou un €lément, se trouve a la foisau-
dessus de sa pression critique (Pc) et de sa tatapg&rcritique (Tc) mais au-dessous de la pression
de solidification. Trois variables que sont la gies (P), la température (T) et le volume (V)
décrivent I'état supercritique, selon I’ équatioétdt suivnate (P, V, T) = 0. A chaque point ddeet
surface correspond un état du systeme. Les trais, &az (G), liquide (L), et solide (S) sont sépar
par des domaines de coexistence solide-gaz, liggadeet solide-liquide (S6G, L-G, et S-L). La
droite (a b c) correspond a la coexistence des &taits. Il est possible de passer de I'état leaid
I'état gazeux de facon continue, c’est-a-dire seagerser le domaine L-G, mais en contournant le
point critique (point C). Au-dela de ce point, défpar une pression, une température et une masse
volumique critique (Pc, Tgc) se situe le domaine supercritique (SC).
Au point critique, on observe 3 choses :

- la masse volumique du liquide et du gaz sonttidaas ce qui ne permet plus

dedistinguer la phase liquide de la phase vapeur.

- L’interface L-G n’existe plus.

- le fluide pur devient instable thermiquemehmécaniquement.
En effet, on a:
OP/oV) T=0et Q2P /02V) T=0
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Figures 29 — Diagrammes de phases (P, V, T) d'uosqour

Les propriétés des fluides supercritiques sont eiudécrites comme étant intermédiaires entre
celles des gaz et celles des liquides. Cette diéfinest exacte pour les propriétés de transport,
comme le montrent les valeurs des ordres de guamdie certaines de ces propriétés reportées

dans le tableau.
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Grandeur Gaz FSC (T =Tc, P=2 Pc) Liquide
Masse volumique (kg/m?) 1 700 1000
Viscosité dynamique (kg/m/s) 186 104 103
Coefficient de diffusion (m?/s) 19 108 109

Dans la zone critique, la densité est, entre autreés sensible aux changements de température et
de pression. Ces parameétres physiques des fluglespt, en effet, varier considérablement mais
les changements de phase entre I'état liquide &atl'vapeur sont continus. Ces parametres
physiques des fluides peuvent effectivement étrst@$ en jouant sur la température et la pression.
La masse volumique du CO2 est eéquivalente a 473kdans la zone critique. Dans la zone
supercritique, sa valeur est, par contre, prochdadealeur de la masse volumique du CO2 a I'état
liquide. C’est en ce sens que beaucoup de comgoséaisément solubilisés dans les FSC compte
tenu de leur densité proche de celle des liquidassolubilité de certains matériaux dans les FSC
est trés supérieure a la « solubilité » préditesdas gaz idéaux. Cette densité confére donc aux
FSC un bon pouvoir solvant qui peut étre manipualénedifiant la pression et la température. Cette
propriété constitue un intérét majeur de l'utilisatdes FSC, notamment en extraction ou comme
solvant de réaction chimique. En effet le pouvolvant est d’abord exploité lors de I'extraction ou
de la réaction pour solubiliser les produits aarerou les réactifs. Il est ensuite diminué deifag

les récupérer. Cette variation est généralemerigagigrace a une cascade de détentes.

Il faut retenir que la solubilité des solutés augtaaapidement dans la zone critique du solvant
alors qu’a haute pression, on observe une augnmmi@ la solubilité des solutés qui est moindre
avec la pression . En fait, il faudrait aussi temimpte de la température sur la tension de vagpeur
soluté ainsi que de la densité du solvant supi&getdans les phénomenes de solubilité. En effet,
une augmentation de température aura pour conseéegpliede provoquer, d'un c6té, une
augmentation de la tension de vapeur du solutd’aogmentation de sa volatilité et la diminution
de la densité du solvant et, d’autre part, de miimi les interactions solvant-solute.

Alors que la densité varie considérablement a bpesgsion avec une diminution de la solubilité
guand la température augmente, a haute pressipari{gure a la pression critique du solvant), la
densité varie peu avec la température.. On parldelsolubilité rétrograde ou zone de pression ou
les isothermes de solubilités se croisent.

La dissolution d'un solide s’effectuera plus rapigat dans un FSC dans la mesure ou la viscosité
d’un fluide supercritique est plus faible que celieliquide, et que le coefficient de diffusionugl

important que celui du liquide, rendent la vitesde diffusion des especes dans un fluide
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supercritique plus rapide que dans un liquide. Wiidé supercritique sera plus efficace pour
pénétrer une structure solide micro-poreuse. Néarsnd existe des limitations de transfert de
matiere.

De maniere générale, le CO2 est un bon solvantei@zmt son caractere apolaire le rend peu
performant pour solubiliser de nombreux composéaings. Afin d’optimiser son efficacité et la
solubilisation de composés polaires, I'ajout daomposé faiblement polaire, de type éthanol ou
acétone peut parfois étre réalisé. Le but étant derpolariser le CO2 ou former des interactions de
type liaison hydrogéne avec le soluté (Saduing £988). L'inconvénient a I'ajout d’'un co-solvant
peut éventuellement représenter la perte de Batilbn exclusive d’'un composé non toxigue tel que
le CO2.

Toutes les propriétés des fluides supercritiquesam pas intermédiaires entre celles des gaz et
celle des liquides. La compressibilité et la caggacalorifique sont par exemple beaucoup plus
importantes prés du point critique que pour lesaales liquides.

Les fluides supercritiques présentent un certaimbre d’avantages par rapport aux solvants
liquides. Le pouvoir solvant ajustable et les ebecees propriétés de transport qui ont été décrites

sont celles qui les différencient nettement degasius classiques.

2.3 -Les fluides supercritiques couraant utilisés

2.3.1 Le dioxyde de carbone (CO2)

Le dioxyde de carbone est le fluide d’extractiomplies largement utilisé parce qu'il est inerte, non
toxique, disponible a trés haute pureté et sa testyo@ et pression critiques sont basses (31,;1 °C
73,8 bars). Cependant, le dioxyde de carbone peasg@adnoment dipolaire comparable a celui de
certains solvants comme le pentane et 'hexane @8oet al, 1995) ; Philips et al, 1989 ; Deye et al
(1990)). L'oxyde nitreux (N20) dont le moment potapermanent peu élévé est de 0,17D a été la
premiére alternative (Sauvage et al, 1993). Cep#ndlaest moins utilisé en raison des risques
d’oxydation et d’explosion lorsqu’on est en présede matiéres organiques.

2.3.2 Leau
Leau peut étre utilisée comme fluide d’extractien phase liquide aux alentours de son point
critigue et en phase gazeuse. La température meksion critique de I'eau sont respectivement
374,1°C et 218,3 bar. L'eau supercritique estd¢msosive en présence d’oxygene.

2.3.3 Le méthanol
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Le méthanol est un solvant ordinaire avec un morpelaire élevé a 1, 7 D. Sa température critique
élevée de 240°C limite généralement son usage cdinide supercritique.

2.3.4 Les hydrocarbures
Les points critiques des hydrocarbures linéairegmantent avec l'augmentation de la masse
molaire. Les hydrocarbures insaturés ou ramifi€é&sgmtent des coordonnées critiques plus faibles

gue les hydrocarbures satureés.

FSC T. P. fe M Coat*
() (bar) (z.cm™) (gmol™)  (Skg)
C0, 304,1 FER] 0466 44.01 k]
HC1 3246 B2,6 042 36,46 20
HBEr 63,0 B35 nd. 80,91 30
Eau 6473 2206 0,322 18,02 n.d.
NH: 405.6 1132 0235 17,03 3
NzO 309.6 725 0453 44.01 30
Kr 2004 549 0912 E3.B 3000
SF: 3187 3.6 0737 14,1 50
Xe 2898 58,3 1,099 131,3 4000
CHF3 299.1 482 0,525 0,01 125
CH, 190,86 46,0 0163 16,04 &0
CH.O 5127 80,8 0273 32,04 18
C:Ha 2824 50,4 02l4 28,05 16
CaHg 3054 487 0207 30,07 100
CyHgO 400,1 34,0 0242 46,07 I5
CiHs 3650 46,0 0228 42 08 9
CsHg 3699 42,5 0,220 44,10 ]
n-CqHyp 4252 38,0 0228 58,12 15
1-CqHia 4079 364 0,224 58,12 13
n-CsHys 4698 337 0,232 72,15 30
CsHi 5627 49,2 0,300 78,11 30
CsHis 5077 iz 0234 26,18 300

* Prix approximatifs pratiqués par la plupart des distrbuteurs début 1928 pour des
composss purs & 99,9%
n.d. : non disponible

Tableau 11- Caractéristiques des fluides suparaogt

2.4 - Applications des fluides supercritiques
Les principales applications industrielles desidi#g supercritiques se sont principalement
développées dans le domaine de I'extraction etnmoint de I'extraction de produits naturels pour

l'industrie agroalimentaire et pharmaceutique.
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Aux Etats-Unis, les opérations utilisant les FS@aswnent la décaféination du café et I'extraction
des fractionsa- acides du houblon. En Europe, ces opérationssari les FSC concernent
'extraction de produits naturels pour lindustreggroalimentaire et cosmeétique, I'extraction
d’arbmes ou épices. Des unités de petites taibgeldppent des applications plus marginales telles
gue la délipidation des os utilisés pour les geeffeages et al, 1994).

Le CO2 supercritiqgue est également utilisé auxsBthatis dans I'industrie des peintures (réaction
et atomisation dans le CO2 supercritique). Quelgéastions en milieu supercritique sont réalisées
sur le plan industriel : hydrogénation, hydratatthnbutene, polylérisation de I'éthylene. Il egist
également quelques unités d’oxydation par I'eauestfiique pour le traitement des déchets
toxiques (Perrut, 2000).

Une autre application est la production de poudees caractéristigues exceptionnelles,
conséguences des propriétés de transport tresydgnes des FSC.

L’extraction et le fractionnement par les fluidegercritiques reste encore un des domaines les plus
etudiés. Une des principales difficultés dans lmm@hension et la mise en ceuvre de procédés
utilisant des fluides supercritiques est liée @riédiction du comportement thermodynamique des

mélanges.
2.5 — Extraction de matieres vegétales par CO2rstifigue
2.5.1 — Solubilité des produits naturels darG@2 supercritique

Les composés organiques oxygénés de faible maskerentels que les cétones, les esters, les
alcools, les éthers et les aldéhydes sont trédlgsluLa plupart des composés organiques non
polaires de faible masse molaire, tels que lenakides terpénes et autres hydrocarbures somt asse
solubles. Les composés organiques polaires tel$eguacides carboxyliques sont solubles s’ils ont
des masses molaires tres basses. Dans une sédmaligues, la solubilité diminue avec
'augmentation de la masse molaire. La présencgrdupe polaire tel qu’'un carboxyle ou un
groupe nitré, réduit habituellement la solubilitérdcomposé. La chlorophylle, les acides de fruit,
les sucres, les acides aminés et la plupart dedrsmiganiques sont trés Iégérement solubles. Les
acides gras et leurs triglycérides associés ontfaitde solubilité. Les alcaloides sont souvent
insolubles dans le CO2 liquide bien qu’ils soieslubles dans le CO2 supercritique. La solubilité
de I'eau dans le CO2 supercritique, a températmgiante, se situe autour de 0,1% en masse (King
et al, 1993). P
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Miscible/Tres soluble Faiblement soluble Insoluble

Composés organiques no&omposés de hautes masgs&sicres, protéines,
polaires et légerementmoléculaires (hydrocarburegolyphénols, tanning,
polaires (masse moléculaire @liphatiques) quelques cires, sels

250)

Alcools, aldéhydes, cétone

snorganiques, chlorophylle

Hydrocarbures aliphatiques | Esters Caroténoides, acides citriq

Alcools, Aldéhydes Terpénes et sesquiterpénes malique

Cétones substitués Composé de haut poids
Esters Acides carboxyliques moléculaire

Monoterpénes Composés relativement

Sesquiterpenes polaires avec des groupgs

aminés

2.5.2 - Facteurs affectant le taux d’extraction

2.5.2.1 Addition de co-solvant
Quand la pression d’extraction nécessaire se Eitgement au-dessus du poids critique du FSC ou
si la polarité du fluide n’est pas convenable pextraire le solute, on peut envisager l'utilisation
d’'un co-solvant. En effet, si un co-solvant esligéila pression opératoire peut généralement étre
réduite.
Dans la littérature scientifiqgue, les produits migaes oxygénés tels que l'acétone, I'éthanol et
d’autres alcools aromatiques, le chlorobenzéne desto-solvants efficaces. Le critére utilisé pour
sélectionner un co-solvant est son interaction aesoluté. Ceci est tres important dans I'étape
d’extraction mais aussi pendant I'étape de régdéioérdJn co-solvant efficace doit satisfaire agroi
criteres :
la solubilité du soluté dans le FSC doit étre augégr
la dépendance de la solubilité a la pression &tt@mhpérature doit étre amplifiée

I'extraction en présence de co-solvant doit étus jgifficace (Recassens et al, 1997)

2.5.2.2 Pré-traitementalematiere végétale
L'efficacité d’extraction dépend fortement du praiement de la matiére végétale (Gaspar et al,
2000). La réduction de taille des particules augméde taux d’extraction. Une autre méthode
utilisée pour le pré-traitement est d'immerger latiere végétale dans le CO2 pendant un moment

avant décompression puis remise en pression pextrdction.
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2.5.2.3 Direction de I'écenlent du fluide dans le lit fixe d’extraction
L’extraction est moins efficace quand le courantsdévant supercritique monte a travers le lit
(configuration « upflow »). Ce phénoméne n’est phlservé quand la vitesse interstitielle du
solvant et la taille des particules sont faibles.vitesse d’extraction est plus élevée su I'eximact

est en « dowflow » parce que la solubilité augmerex la masse volumique (Sovova et al, 1994).

2.6- Avantages a l'utilisation de CO2 supercritique

Les avantages de ['utilisation du CO2 supercritigaat généralement liés aux aspects de sécurité,
de santé et d’environnement. En effet, dans le dwnalimentaire, la présence de résidus de
solvant organique est particulierement néfastexttaetion a I'aide de fluides supercritiques permet
d’obtenir des extraits exempts de solvant, sanstdéer les produits naturels. Les avantages du
CO2 supercritique en particulier sont les suivants

il est moins cher

il posséde un point critique relativement, basamohent sa température critique, ce qui permet la
réalisation d'opérations d’extraction a basse teatpée, et ainsi de diminuer le risque de
dommages sur les composés thermolabiles.

Il est ininflammable et chimiquement inerte

Il permet une bonne solubilisation des solutéspwaires et Iégerement polaires

Il est présent a I'état naturel et en grande qtéastir la planéte.

Sa récupération est facilitée par son état gazenx ks conditions ambiantes

Son pouvoir solvant peut étre contrlé par le chdibne combinaison pression —température
appropriée

Des composés plus volatils qui disparaissent danspérations d’hydrodistillation restent présents
dans l'extrait supercritique (Martine De La Ossaakt 1991, Vardag et al.1995). Donc I'extrait
obtenu présente la fragrance et le golt de laglanginale.

La pression dans l'extracteur empéche la pénétradi® I'oxygéne réduisant ainsi les effets
d’oxydation.

Le nombre de solvants pouvant étre utilisé a I'étatercritique est supérieur a celui des solvants
organiques classiques.

Le fluide supercritique a une sélectivité supérehien qu’ayant un pouvoir solvant inférieur a
celui des solvants organiques dans les conditiooshps du point critique (Riedrich et al. 1984,
Eggers 1985)
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L’extracteur supercritique peut étre relié direatetna un chromatographe permettant I'analyse en
ligne apres I'extraction.

3 — La flash détente, broyage fin pour extraction s métabolites

Le procédé d'évaporation flash sous vide dit fldétente est tres largement utilisé depuis plusieurs
décennies dans diverses industries. On le retralaves différentes applications telles que : le
dessalement de I'eau de mer, la concentration padéeurisation du lait ou le traitement des eaux
usées chargées en huiles solubles (eaux de ladagesols, eaux de machines a laver, liquide de
refroidissement et de lubrification des piéces és#)...). Au cours de ces dernieres années, une
nouvelle application de ce procédé a vu le jourledriais de deux scientifiques Réunionnais qui
ont traités certains fruits et Iégumes par évapmrdtash, dans le but d’obtenir des jus et degesir
ayant des caractéristiques rhéologiques et phydiooiques différentes des produits traditionnels.
Le matériel végétal traité par ce procédé préseme viscosité et une intensité colorante
supérieures a celles des produits traditionnelssDandustrie agroalimentaire ce procédé est déja
appligué pour la production de purées de tomate glorantes et plus visqueuses, la concentration
de jus de fruits tropicaux (fruit de la passiony@ee et mangue), l'extraction des huiles essegdiell
d'écorces d'agrumes ou encore au pré-traitemdatwadange juste apres la récolte.

3.1 — Fonctionnement

La chambre de détente et le condenseur sont misvéde, ce qui permet d'abaisser la température
de saturation dans le systéme au moyen du didppgitipe a vide — éjecteur. Une fois que I'on a
atteint une pression de 30 millibars environ, orvreula vanne, les fruits ainsi chauffés
préalablement dans la cuve de chauffage (& uneétatope entre 70 et 90 °C) tombent dans I'étage
inférieur de la chambre de détente. Par la difiggate pression a laquelle ils sont soumis, lessfrui
subissent alors une détente brusque accompagnee libération violente de vapeur (prenant de
I'énergie au produit et ainsi le refroidissant) aegrachement de gouttelettes qui augmente la
pression de vapeur. La récupération sous formeoddensats des gouttelettes transportées par la
vapeur est assurée. La durée des essais est dm@@snL’inconvénient de cette méthode reste le
traitement thermigue dans la phase d’étuvage.éégmte certes I'avantage de fragiliser les parois
cellulaires mais aussi I'inconvénient de dénatasgtaines molécules thermosensibles telles que les
leucocyanidines. La flash détente peut étre mepnés side et permet d’éviter les phénomenes

d’oxydation. Les polyphénols et en particulierdt@mamine restant tres sensible a I'oxydation.
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Chapitre 1 — Les stades physiologiques de récoltesibananes Cavendish FWI et

évaluation quantitative des nutrifonctionnalités

1 — L’échantillonnage et le mdrissement
Les bananes Cavendish proviennent de la parcalie ajriculteur, localisée a Capesterre Belle-
eau, en Guadeloupe. Elles ont été récoltées agtaies physiologiques de maturités différentes,
correspondant au cumul des températures enregisttedela de 14°C.
- Vert immature 400 (bananes 400 degrés jour)
- Jeune Vert 600 (bananes 600 degrés jour)
- Maturité commerciale 900 (bananes 900 degré$ jour
Ces stades de maturité correspondent approximagivean90, 60 et 40 jours aprés la floraison pour
les bananes 900, 600 et 400 et sont fonction desdleillement. lls varient donc en fonction des
saisons.
Afin d’avoir des lots homogénes, pour chaque stadesiologique, les fruits ont été prélevés sur 5
régimes et au niveau de la main médiane (main €. doigts internes ont préférentiellement été
choisis.
Tous les fruits récoltés ont été lavés dans un loEinBaycor 300B, fongicide utilisé a la
concentration de 7 ppm et durant 2 min. Par ceglavias’agit d’éviter I'anthracnose de quiescence
et de blessure, la pourriture de couronne et dmgiouvoir mener notre cinétiqgue de maturation sur
9 a 10 jours.
Les fruits ont ensuite été disposés dans quatssaas de 35 L et de la fagon suivante:
- Caisson 1 et 2 : on a par caisson (5 bananeg 300ts) + (5 bananes 600 x 3 lots)+ (5
bananes 400 x 3 lots), prélevés des régimes 1,£,53et voire 6 (uniguement pour les
bananes 900).
- Caisson 3 et 4 : (5 bananes 900 x 3 lots) + (abas 600 x 3 lots) + (5 bananes 400 x 3
lots) par caisson et prélevés des régimes 1,2, 8, et voire 6 (uniguement pour les
bananes 900).
Tous les caissons sont stockés pendant 24 he@@<gpour stabilisation, avant de subir un gazage
a l'acétylene. lls sont donc laissés ouverts.
Les caissons 1 et 2, refermés pour assurer |'égtiéchrecoivent un gazage a l'acétylene a 10 000
ppm soit 350 ml d’acétyléne pour un caisson de.35 L

Les caissons 3 et 4 recoivent un gazage a l'acetydel 000 ppm soit 35 ml d’acétylene pour un
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caisson de 35 L.
Ces caissons étanches sont stockés a 20°C pentlaeues puis au terme des ces 24 heures, ils

sont ouverts et les bananes sont sorties chaque jou

Photo 1 - Plantation de bananes de Capestereetbali (Guadeloupe, FWI)
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Figure 30 — Echantillonnage et procédé de miriseedes fruits
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Abstract

The combined influence of maturation, ripening andclimate periods on banana Nusa
Cavendish MC) bioactive compounds profile was studied. Th@olyphenol content of the 400
dd bananas remained unchanged (130.78 + 12.66N fpeel and 201.58 + 21.66N for pulp,
p<0.001), while the 600 and 900 dd bananas exhilita significant polyphenol increase during
ripening, respectively 137.068 + 10.57N for peel75.87 = 22.82N for pulp and 169.23 + 21.99N
for peel; 125.10 £ 13.88N for pulp (p<0.05). Furthenore, the results showed that although
dopamine was determined as the highest polyphenah the banana peels during the green
developmental stage and ripening, its kinetic diffieed from the total polyphenol profile. The
post-harvest factors were optimized leading to 3.02 + 0.04 (p<0.05) of dopamine in MC
peels. Together ours results showed that this maiiof choice (maturation, ripening and
climate) may allow selection of MC status for optiral concentration in identified compounds

with human health relevance.

Keywords: bananaripening, harvest ages, polyphenol, dopamine, starc
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Introduction
The banana is now produced in about 120 countnethe five continents, and is among the most
cultivated of all fruits (Lassoudiere, 2007). Abd6% of banana production is used for local
consumption or industrial purpose, only 15% is etgqub (Lescot, 2006). In the French West Indies
(FWI) the Musa Cavendish banana (MCB) is almoststiie cultivar and unfortunately often grown
as intensive monocultureDespite its contribution in the local economicinaties, the high
production up to 500 000 tons/year may face glabaipetition, environment and more importantly
industrial processing issuddowever the quality screenings for the industri@gigessing of banana
require several parameters such as cultivar, dpuetat stages and post-harvest characterization.
The health awareness with the relevant for nouwettionality has increased the demand of banana-
based products with good health benefiihe most abundant compounds in bananas such as
carbohydrate, including starch and soluble sugave lbeen scattered studied but only few works
have focus on the kinetic accumulation of the Wiwaccompounds. Furthermore the Banana
chemical composition has been reported in both raineietary fiber and as a good source of
Vitamin C, E. Similarly the gallocatechin, catechémd epicatechin were previously identified from
banana (Someya et al, 2002) however the maturatage and the post-harvest treatments were not
specified in the study. Despite the status of baremclimacteric fruit, the distribution of bioaeti
and nutritional compounds was slightly described dpgimizing several parameters. Here the
influence of maturation and ripening on banaihuga CavendishMC) bioactive compounds
profile was studied on green developmental stag¥s 800, 900 degree-day. Banana general
features and chemical composition were assessecgh@ieed that pre-harvest factors (climate and
maturation) affected fruit weight, starch and padlgpols/dopamine levels with an inverse
correlation between maturity and compounds conagatr. Additionally dry period and immaturity
differentially increased total content of polyphEn@ompare to dopamine. Post harvest factor
(ripening) impacted chemical evolution profile degeg on both development stages.
This work may also contribute to the FWI bananaldly validating data about nutritional values
of some bioactive compounds. Indeed, they will cletgpthe organoleptic and chemical data about
FWI MC banana.

- Material and methods
o Materials

The Musa cavendislbananas used in this study were harvested in @ctaliring the hot humid

season (wet period, WP) and in May, during the abglseason (dry period, DP) as previously
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described (Bugaud et al., 2007). All bananas weogvig in the same soil zone and obtained from
CIRAD Neufchateau station, at Sainte Marie, Capestgelle-Eau, in Guadeloupe (FWI).

All tissues used in this study were harvested frgimn banana plantsMusa acuminataAAA,
cavendish cv Grande Naine) grown at the CIRAD researchicgstatelevation: 250 m; andosol;
rainfall: 3500 mm/year), Guadeloupe (French Wesliels). During growth, bunches on banana
plants were covered with blue plastic bags to hanmpgect infestations, and to streamline the
development of whole fruits on the bunch. Basedhenheat unit concept (Ganry and Meyer, 1975,
Jullien et al., 2008), green fruits were harvestddthree developmental stages, namely 400
(immature green orMG-fruit), 600 (early mature green @MG-fruit) and 900 dd (late mature
green odMG-fruit) corresponding to approximately 40, 60 @@ days after flowering (Mbéguié-
A-Mbéguié et al., 2007). At each harvesting timelydnternal fingers of the median hand on the
bunch, considered as comparable (Liu, 1976), wakent into account for each bunch. After harvest
and antifungal bath, all fruits were kept for 24ti20°C in chambers ventilated with humidified air
before treated with 1000 or 10000 ppm of acetyfen24 h at 20°C and ambient humidity. From 1
to 9 days after treatment (DAT), a sample of tHrags was taken daily and subjected to physico-
chemical analyses including color, peel hardnagip firmness, and dry matter measurement.

Peel tissue without apex and stalk and pulp tisswere frozen separately in liquid nitrogen. Then,
one part of the sample was stored at -80 °C fal fshenol compound and dopamine analysis and

the other part was freeze-dried for starch anddelsugars analysis

o Color, peel hardness, pulp firmness, weight, pulpgel ratio and dry matter
measurement

The colorimetric coordinates of fresh banana pe&lee measured using a Minolta Chroma Meter
CR 400 (color space CIE L *, a* and b *). The rhagptal characteristics such as the pulp firmness
and peel hardness were measured on fresh banangsau$A-XT2 penetrometer. A cylindrical
metal borer with a diameter of 4.9 mm penetrated ftesh unpeeled fruit at constant speed (2
mm/s) to a depth of 10 mm. The maximum force appiebreak up the peel represented the peel
hardness (expressed in Newton). The slope of treefdime curve represented the fruit firmness
(expressed in N/ s) as described by Breene (1$65)dry matter measurement two grams of fresh
FWI Cavendistbanana were oven dried at 105°C for 18 hours lagml weighed.

o Starch content measurement
Fruit starch content (in %) was determined by tiferkntial scanning calorimetry (DSC) method
(Sievert & Holm, 1993, Mestres et al., 1996)..Hus istudy, 9-mg.of freezeﬁ'drled pulp powder was
extracted with 40 ul of water puritied throughoutlifore purification systen‘lk

'H.'\-".
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0 Determination of soluble sugars
The soluble sugars were extracted from the banatexntonsisting of 1 g of freeze-dried banana
pulp powder with 80% ethyl alcohol at 60°C, using accelerated solvent extractor (ASE 200,
Dionex Corp., Sunnyvale, USA). This extractor psscaender at 100 bar pressure allowed the use
of small amount of solvents (20-30 ml). The soluflgars extraction lasted 15 minutes. It was the
first step in the soluble sugars quantificationrHBLC.
The number of cycles was equal to 5 with a statne tof 7 min and a 100% flush. The extracts
were diluted, filtered at 0.4nwm and injected into an apparatus for high-perforreahquid
chromatography DX600 (Dionex Corp., Sunnyvale, US%h a Carbopac MA-1 column. The
eluant was sodium hydroxide 600 mM or 800 mM dow frate of 0.4 ml/min.
The program included an elution with sodium hyddexBOOmM, lasting 10 mins, followed by a
gradient from 800 to 600 mM, for 10 mins, then beaBOOmm for 10mins, and finally a plateau of
10min at 800 mM. Following separation, the sugaesendetected by amperometry at an impulse
(DAP or MAP). The amount of total soluble sugarswlae sum of the detected concentrations of
various polyols and carbohydrates compounds. It @gsessed in grams per 100 grams of dry
matter.
[(Cmg/I)*V *100 * dil] / [Ps * 1000 * 1000]
Distilled water was used for all the samples and whtained from water purified throughout

Millipore purification system.

o Total phenolic compounds content
In order to assess total phenolic compounds, the-Baocalteu method was used (Waterman &
Mole, 1996). Three grams of frozen native matdbahana pulp or banana peel) were mixed into 7
ml acetone at 20°C for 10 min. The mixture waeféd (FT) and 25 ul of FT was added to 475 pl
of water to obtain the crude extract (EB). Fifty@flFT and 3.5 ml of water were mixed together
then 2 ml of this mixture was filtered through aA®)S HLB cartridge. Then 4 ml of water was
used to rinse the aqueous extract (EA) from th&idge. The absorbance was read at 760 nm

and the results were expressed in mg gallic adivatgnt (GAE) /100 g dry matter.
o0 Dopamine analysis

Ten grams of frozen banana peel was mixed in 3@étoae (v/v) at pH 2.5 (formic acid was used
to reach pH 2.5), then filtered through a squaf0 (% 150 mm) Legallois filter of 73 gfrof

96



weight with 0.17 mm thickness, 17-30 micrometergsay with a 22 secondes time and a 1.25
kg/cnt resistance.

High-performance thin layer chromatographic metfidadC
The extract was separated on HPTLC plates coatbd2bD um layers of silica gel Merck 60 F254,
with n-butanol: glacial acetic acid: distilled wai#®0:2.0:1.0 (v/v) as the mobile phase.
A sensitive and accurate high-performance thinrlayeomatographic method was used for the
guantification of dopamine (Dighe et al., 2008).eQgram of banana powder was extracted with
acetone: acidified distilled water using 5% forra@@d, 7.0:3.0 (v/v).
Dopamine standard (E. Sigma, France) and samplgicewd were applied to the plates in 6 mm
bands, spaced 6 mm apart and 10 mm from the battdge of the plate, by means of a Camag
Linomat V applicator. The plates were developed tistance of 80 mm from the bottom edge of
the plates, with n-butanol: glacial acetic acidtitled water 7.0: 2.0: 1.0 (v/v) as the mobile gha
in a Camag glass twin-through chamber, previouglyildrated with the mobile phase for 5 mins.
Densitometric scanning was performed at 280 nmguisia deuterium lamp. The scanned data was
processed using WIinCATS software. Detection was pé&sformed with 0.2% ninhydrin vapor, at
105°C, after 5 min. Distilled water was used foepgaring all the samples; the solutions and the

mobile phase were obtained from a Millipore Milliv@ter purification system.

o Statistical analysis
Data were subjected to analysis of variance (ANOMS8Ing statistical software (Statsoft, version
7). The means were separated from each other bgabisymultiple range test (p<0.05). Analyses

were performed on three biological replicates.

Results and discussion

o0 Peel color, peel hardness, pulp firmness, and pekgl/ratio
The physiological ages 400, 600 and 900 estimasedegree day (dd) exhibited different fruit
weights respectively 88.02 g £ 8.69; 117.88 g +£.090 and 208.71 g + 21.98; p<0. 001. The
percentages of pulp varied from 39.6 + 3.15 %; 58.2.56 % to 60.6 £ 2.07 % respectively
(p<0.001).
Banana fruit harvested at 400 dd and treated witBaD ppm of acetylene remained green and
never yellowed throughout the postharvest ripemiagod (2- 4 days) while fruit from the same
cultivar harvested at 600 dd and 900 dd displayatistical and significant (p < 0.05) color change
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of peel (Fig 2). Fruits harvested at 900 dd respdntvo days earlier than those at 600 dd
furthermore the color modification (yellow) was den (data not shown).

No marked change of peel hardness nor pulp firmmessobserved during postharvest ripening of
banana fruit harvested at 400 dd. The peel hasdoe$00 and 900 fruits displayed a similar
evolution pattern starting at day 4 (29.88 £ 4.9&Nd 3 (32.06 + 3.03 N, respectively.

With regard to pulp firmness, no marked change olEerved for fruit harvested at 600 dd. Those
harvested at 900 dd exhibited a decrease of puiméss from day 0 (24.17 £ 1.08 N) to day 6
(2.05 + 0.37 N) after acetylene treatment and tleeyained constant at 2.05 + 0.37 N after day 9
(figl).

During postharvest ripening, the average percentgelp fruit was higher for bananas harvested
at 600 dd (53.79 £ 2.57) and 900 dd (60.6 £ 2.0téthpared to those harvested at 400 dd (39.61
+ 3.15). The average fruit weight was significantipre elevated for 900 dd bananas (208.71 g +
21.98 with p<0.001) than for 400 dd (88.02 g +93.6nd 600 dd (117,88 g + 20,09). However,
the pattern of pulp ratio and fruit weight evoluti;emained constant for all fruits during the same
period (fig 1).

The results obtained for 1000 ppm acetylene treattifuata not shown) generated similar profiles;
difference in acetylene concentration (1000 or Q0 Ppm) may only induced, respectively, a delay
or acceleration of ripening.

Von Loesecke (1950) classified banana ripeningghtestages according to peel color. In addition,
pulp firmness and peel hardness are also valuadrienpeters as ripening indicators (El Zoghbi,
1994; Ali, Chin and Lazan, 2004, Manrique and L@ja2004). It is known that, banana fruit
undergoes a climacteric ripening process. Such &am ripen independently ex-planta once the
ability to respond to ethylene or its analogue gcetylene) is acquired. Based on these critedia, 0
data suggest that fruit harvested at 400 dd didlisptiay change on ripening parameters (i.e. color,
peel hardness and pulp firmness) therefore did amxuire the ability to ripen and are
physiologically unable to ripen whatever the aamigl treatment concentration. In consequence
fruits harvested at 400 dd can be considered asatoren green (IMG) fruit whose physiological
mechanism leading to respond to ethylene is naeaet. This is in contrast with fruit harvested at
600 and 900 dd. Our results demonstrate that bas@dand 900 dd are respectively able to ripen
partially and fully, and thereby can be both coesed as mature green fruit. The differences
between these two mature green fruits in term efdévelopment of ripening criteria suggest that
the physiological mechanism leading to full resgotts ethylene and ripening occurs sequentially.

This mechanism is partially achieved at 600 ddlyearature green stage @VIG) as its peel
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yellowed and softened while its pulp remained fiutnereas for 900 dd (late mature green stage),
the mechanism is completely achieved leading tdlg fipening fruit.

o Starch and soluble sugars evolution

Banana starch content, before gassing (HT) wasfisgntly higher in fruit harvested at 900 and
400 dd during the DP (figures 3). After acetylergatment, the pattern of starch content from day 2
to 8 after ripening induction was identical comptireéhe climatic periods. Indeed fruits harvested
at 600 and 900 dd showed starch-decreasing prafileeg postharvest ripening in both DP and
WP. The starch content level drop being signifiagtreater for the WP than for the DP (74%
versus 37% for banana 900). Conversely for fruitvésted at 400 dd, starch content remained
stable in both climatic conditions. Soluble sugeaoletion profiles were identical in all bananas
whatever the climatic period and the ripening ssagéowever, after ripening induction, soluble
sugar content significantly increased in fruit remted at 600 and 900 dd whereas it remained stable
in banana 400, characterized by the lowest sugal.|&ll these results suggest that DP tend to
promote starch synthesis in banana during pre-bamevelopmental phase without impact on
soluble sugar content and profile. Ripening, whatethe climatic period, induced a decrease of
starch content associated with a concomitant negjtuble sugars increase in 600 and 900 bananas
(78 to 88% of sugar increase for 600 and 900 dd %1400 dd fruit) yet a very limited or no
increase in 400 dd bananas. Starch is the majopaoemnt of green bananas, and it undergoes
important changes during ripening (Cordenunsi aapblb, 1995; Do Nascimiento et al., 2006).
Taken together, our observations suggest that tinperiod can influence initial banana starch
content and its evolution during ripening but noluble sugar level or its evolution profile post-
gassing. Ripening would influence neither starch sumar content but would impact on soluble
sugar evolution in response to ripening inductibims is in agreement with our results on peel and
pulp analysis. Indeed, contrary to bananas 40®aldanas, bananas 600 and 900 having developed
enzymatic ripening ability, their more mature melam induce conversion of starch in soluble
sugar after gassing. These bananas could be gmedidates for starch extraction in order to solve

storage problems such as ripening that occursoat temperature after a few days.

o Total polyphenol compounds content and optimizatio

Whatever the green developmental stages, totappelhyol content was higher in fruit harvested at
DP than those harvested at WP (fig 5: a, b, c,Tdjal polyphenol compounds were also
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significantly higher in fruit harvested at 400 ddngpared to those harvested at 600 and 900 dd
whatever the climatic period (DP or WP). After 1Qfjim (data not shown) acetylene gassing, total
phenolic compounds levels remained stable in thi¢ fiulp and peel whatever their developmental

stage (i.e. 400, 600 and 900 dd). However, 10 0@ pf acetylene gassing induced a total

polyphenol compounds decrease at all developmstdges. The pulp was most affected by this

lowering (Figure 5 a, b, c, d).

These results suggest that climatic harvest pérasdan impact on total polyphenol content with DP
promoting high polyphenol concentration. In additithe pre-harvest maturation process clearly
influences banana polyphenol content with an ireversrrelation. Immature green fruits contain
more polyphenols than mature green ones. This latioe is therefore age-dependent. Acetylene
treatment influence was traduced by a decreaskangidic content in all bananas (400, 600 and 900
dd). This impact could be expected for 600 and 88bananas since they are ripenable fruits.
However, it is surprising to note that non-riperead00 dd bananas, did respond in the same way as
older fruits even though the kinetic was clearliyeslent with retention of higher polyphenols levels
in the five first days following ripening inductioihis observation could also suggest that thd leve
of total phenolic compound is not associated to ¢dapacity of fruit to ripen and therefore to
respond to ethylene or its analogue (i.e acetylefta)s the decreased of total phenolic component
observed during postharvest ripening could beedl& the fruit developmental stage more than to
acetylene treatment. It might be concluded that dd®ananas demonstrates a clear difference in
their metabolic behavior and response to extettirabé favoring in the present case the production
and maintenance of a high concentration of polyptsenhat might be consumed at another

maturation stage during ripening.
o Dopamine profile during repining

Previously the high dopamine level was reporteco@mana peels (Kanazawa and Sakakibara,
2000). Although, dopamine remained the highest plieoompound, figures 6 (a, b) indicated that
the concentrations of dopamine and total phenampounds evolved differently during ripening
(p <0.05). Independently to the climatic periodndwaas peel dopamine content was inversely
correlated to the green developmental stage and spmcifically to maturation stage. However the
lowest concentration was determinated for fruitveated at 900 dd followed by 900 dd while the
highest concentration was obtained for 400 dd banRipening evolution was characterized by a
significant decrease for all developmental stagéwfts harvested during the WP. This evolution

was different for the DP. Indeed, fruit harvestéd@0 dd showed an increase of dopamine level 4
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days after ripening induction whereas this levehamed stable for fruits harvested at 600 and 900
dd. Decrease of dopamine content recorded for Wghtmbe due to senescence and other
mechanisms such as the oxidation of dopamine altmknol as previously suggested by Svyedrich
et al., 2004.

- Conclusions
The present study showed that pre-harvest parasnetinence banana chemical composition in
bioactive compounds. Climate impacted on starch @oigphenol/dopamine content. Dry period
promoted elevated compounds concentration. Maturagtage influenced weight, ripening ability
and polyphenol/dopamine levels with an inverse efation between maturity and molecule
content.
In addition post-harvest parameters also playedla n fruit composition. Indeed ripening
differentially influenced starch, sugar and polypble evolution profiles. This influence seemed to
be related to both fruit development stage andatinconditions.
Taken together, our results allow determining whatimate conditions, maturation stage and
ripening level to choose for optimal content ingktr compounds. The interest of this knowledge
lies in the possibilities of: (i) selection of bayr@aat the proper biochemical status for potential
nutrition and health benefits, (ii) extraction abactive compounds (iii) and new cultivar selection

to promote biotechnology applications.
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Figures 4 a, b — Soluble sugars variation in FWI Caendish harvested at three different

physiological harvest stage in both WP (a) and DRbj.
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Chapitre 2 - Evaluation quantitative des procédésis les teneurs en molécules

nutrifonctionnelles

1 - Extraction au CO2 supercritique
1.1 — Matériels et méthodes

1.1.1 - Descriptif du pilote expérimental d’extiactau CO2 supercritique

Le pilote utilisé pour les extractions était unopél d’extraction-séparation de type SFE 200
commercialisé par la société Separex (France). iloge pcorrespond au matériel technologique
couramment utilisé pour réaliser industriellemess dpérations d’extraction-séparation ou de
réaction-séparation, en mode continu ou semi-confifextracteur est une enceinte tubulaire au
sein de laquelle il est possible de traiter desiered solides ou liquides. Pour notre
expérimentation, I'enceinte a été utilisée afinxtfaire la matiere végétale avec du CO2 liquide ou
supercritique. (figure du pilote expérimental drextion- séparation SFE 200 par fluide

supercritique)

Figure 31 - Pilote expérimental d’extraction- S&pan SFE 200 par fluide supercritique

TR : Régulateur de Température C : Contacteur

P1: Indicateur de Pression 51,52, 53 : Séperateurs cycloniques

GF : Groupe de Froid D : Déverseur (régulatenr de pression de C)
ZC1, GC2 - Groupes de Chaud VI, VD2 : Vannes & pointeau (réglage des
El ; Echangeur de chaleur froid débits de sortie de 51 et 52)

EZ ; Echangeur de chaleur chaud VI3 ; Vanne de vidange

FM : Débitmétre
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En sortie de bouteille (B), le CO2 a d’abord étassefroidi a I'aide d’un groupe froid MATON
CA 50 (GF) et d'un condenseur (E1) ; le CO2 dewamttrouver a I'état liquide pour éviter la
cavitation de la pompe. Une pompe (P) a permis éiwnle CO2 a la pression désirée dans
l'installation. Le solvant a été pompé par une perdpseuse a membrane (DOSAPRO Milton Roy,
ref. MD140F6M400/J7) dont le débit était réglé & Bars. Cette pompe était placée juste apres et
permettait de couper I'alimentation électrique d#ecci en cas de surpression dans le systéeme. Un
débitmetre massique (MICRO MOTION reéf. CHO010) plquste apres le pressostat permettait de
mesurer le débit instantané, la masse cumuléernitayaversé, ainsi que la masse volumique et la
température du fluide.

Le CO2 traversait ensuite un échangeur de chautftageavant d’atteindre I'extracteur. Le CO2 a
I'état supercritique était alors introduit : sait bas de I'extracteur (configuration « upflow »it ®m

haut de I'extracteur (configuration « downflow »).

La pression dans I'extracteur était régulée gréaae déverseur (D1, Tescom, ref. 26-1763-24-043)
soit un régulateur de pression amont, placé endevéxtracteur et traversé par le fluide sordmt
celui-ci. Ce déverseur permettait de maintenirriesgion a l'intérieur de I'extracteur a une valeur
pratiguement constante. Lorsque la pression aétigtir de I'extracteur devenait inférieure a la
pression a laquelle le déverseur avait été réglii-ci se fermait. La température était régulée
grace a un groupe chaud (GC1). Le fluide caloportculant dans la double enveloppe de
I'extracteur permettait également de chauffer I@@ant son introduction dans l'installation.

Le fluide sortant de I'extracteur traversait alorne série de trois séparateurs. Les pressiondetans
séparateurs S1, S2 et S3 étaient fixées graceaadass a pointeau de précision (Hoke, milli-mite,
réf. 1315G4Y) placées dans les tubulures de s(tie D2 et D3). Le systeme a fonctionné en
boucle fermée. Le fluide sortant de S3 était réuhiit en téte de pompe apres liquéfaction. La
pression dans le troisieme séparateur était afyake é& la pression de la bouteille de CO2 (environ
50 bars) car de facon & compenser les éventudilgesc de pression, celle-ci restait ouvert en
permanence.

Deux systemes de chauffe ont été utilisés pouédalation de la température sur les séparateurs.
Le premier était un groupe de chaud (GC2) qui as#isla circulation d’eau dans les doubles
enveloppes de S1 et S2. Le second était un bammndséaté externe rajouté pour avoir une

température différente dans S3.

Des sondes de température étaient placées en dertieaque élément du procédé et indiquaient la

température avec une précision de 0.1°C. Les pressitaient mesurées grace a des manometres
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dont la précision était de l'ordre de 1 bar. Desines placées en pied de chaque élément
permettaient de composer les composés extraits.

La pression dans le systeme était limitée a 308. Hags températures pouvaient étre comprises
entre -10 et 80°C. Le volume de I'extracteur étlgt200 cm3, celui des séparateurs cycloniques

d’environ 15 cm3. Le débit maximum de CO2 utiligsaétait de I'ordre de 5 kg/h

1.1.2- Protocole expérimental

1.1.2.1- Configuration du pilote

Le pilote expérimental précédemment décrit nouseanis d'étudier I'extraction de composés
polyphénoliques a partir de matiéres végétales @ersemi-continu. Le CO2 était continuellement
introduit dans linstallation et était utilisé poextraire les matieres végeétales (peau et pulpe de
bananes Cavendish FWI) initialement introduitessdaxtracteur.

Nous avons comme nous l'avons déja précisé utdisysteme en boucle fermée pour I'extraction
des composés polyphénoliques et stéroliques a parpieau et pulpe de bananes. La boucle fermée
est plus intéressante pour le procédé d’extractmnl dure quelques heures et ainsi il y a moms d
pertes de CO2.

1.1.2.2 — Principe d’une manipulation d’extractioen CO2

supercritique

La quantité de matiere végétale introduite dandréeteur a été précisément déterminée par pesée
de I'enceinte tubulaire vide, puis contenant ledsolDes filtres ont été placés aux deux extrémités
du cylindre, pour arréter I'entrainement de pat@susolides. L'enceinte tubulaire a ensuite été
introduite dans I'extracteur, puis les systeme<liguffe ont été mis en route. Les températures
désirées dans chacune des unités ont été fixéddnparmeédiaire de températures de consignes
indiguées aux groupes de chaud (GC1 et GC2) etamutbermostaté. Lorsque les températures
fixées ont été atteintes, le CO2 a été introduitsdanstallation, la pompe ayant été préalablement
réglée selon le débit d’entrée de CO2 désiré. Bbtenir la pression désirée dans 'extracteur est

d’abord réglée, puis celle du premier séparatauis, gelle du deuxieme et enfin celle du troisieme.
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1.1.2.3- Récupération

Afin de connaitre I'évolution au cours du temps ldecomposition d’'un extrait dans les trois
séparateurs, des prises d’échantillons sont eBestuPour I'étude des quantités extraites a piatir
la matiére premiere, le prélevement est effecto# dans un seul séparateur soit dans les trois
séparateurs ou bien encore le prélevement issurdissséparateurs est traité comme un seul
échantillon. Les prélevements sont réalisés gragevannes placées en pied de chaque élément. Au

cours d’'une manipulation, le liquide condensé aggtsnte s’accumule dans les séparateurs.

1.1.3 — Préparation et analyse des différentesnestpremiéeres

Les extractions de composés polyphénoliques ontéélisées a partir de peau et pulpe de bananes
900 dd, a I'état frais et séché, pour différentgrds de murissement (vert, vert jaune et jauné)jtigr

1.1.3.1 — Les bananes

Les peaux et pulpes séchées de bananes HR 8%¢dntogees dans un broyeur type « moulin a
café » et la distribution de taille de particulesé® déterminée par tamisage. Les bananes
provenaient d’une bananeraie située a Capesteelie-Rau. Les bananes utilisées sont des fruits
récoltés au stade commercial soit a 900 dd.

Afin de réduire la teneur en eau, certains écHanslont été séchés pendant 48h a 45°C. Les
échantillons séchés ont ensuite été broyés estahiition de taille des particules a été déterminé
par tamisage.

Les échantillons prélevés sont analysés par chagregthie HPLC. Les échantillons a analyser

sont prépares avec du méthanol.

1.1.3.2 — Mesures complémentaires

1.1.3.2.1 - Détermination du taux dhumidité du énad végétal par

thermogravimétrie

Pour calculer la quantité d’eau dans les peauxulgtep de bananes Cavendish séchées utilisées

pour la manipulation d’extraction en CO2 supemué, nous avons effectué des mesures
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d’humidité a l'aide du Halogen moisture analyzer43BLe séchage a été réalisé par une méthode
standard qui consistait a chauffer a 105°C nos réiloss et les maintenir a cette température
jusqu’a ce que la masse ne varie plus. La quadigigu des peaux de bananes est égale a environ

8,87% en masse et celle des pulpes est égale % &®2nasse.

Echantillon Peau Masse en g Durée de séchagelamx d’humidité en
min %

Echantillon n°1 0.990 3:10 8, 81
Echantillon n°2 0.995 3:52 8.84
Echantillon n°3 0.992 3:02 8.75
Echantillon n°4 0.998 3:55 9.10
Echantillon Pulpe

Echantillon n°1 0.999 3:08 7,75
Echantillon n°2 0.992 2:47 7,79
Echantillon n°3 0.995 2,56 7,85
Echantillon n°4 0.993 2,57 8,29

1.1.3.2.2 — Dosage du matériel végétal
Nous avons dosé les peaux et pulpes de banane efirastion exhaustive a 'hexane dans un

extracteur de Soxhlet. L'extracteur sohxlet estésenté sur la figure.

Cet appareil permet un contact multiple du solidetenu dans la cartouche avec du solvant pur a
température de condensation.

Le soxhlet constitue une référence en matiere dietibn solide-liquide. Il est important de relever
gu’en réalité ce n’est qu'une méthode d’extractianmi d’autres qui ne peut donner acces a autre

chose gu’une quantité de matiére extractible, pegsumer du contenu réel du solide.
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Figure 32 — Appareillage Soxhlet

Les matiéres premiéres (peau et pulpe de bananendiah) ont tout d'abord été séchées, broyées,
puis placées dans une cartouche poreuse. Cetterenatilide a ensuite été mise en contact avec le
solvant pur porté a ébullition, puis condensé graas réfrigérant situé en haut de l'installation.
Lorsque le solvant chargé en soluté atteint leaniveupérieur du siphon, le mélange est transvasé
dans le ballon par différence de pression. Afirtrdeailler & basse température, le condenseur est
connecté au vide. Plusieurs cycles d’extractiort samsi effectués, la durée de I'opération étant
fixée quand on considere avoir atteint I'épuisemastal en soluté du substrat solide. Les
échantillons sont prélevés pour I'analyse en cowtinematographique mince. Le volume offert au

solvant au contact du solide est de 'ordre derhQ0

118



1.2 - Etude de I'extrait brut

Dans un premier temps nous avons réalisé une a@fudee déterminer les conditions opératoires
optimales. Pour cela, nous avons effectué un ceni@ainbre d’expériences avec 50,0 g +/- 0.3g de
peau de bananes 900 dd a 70 bars (CO2 liquide)etl2B0 bars et a des températures comprises
entre 20°C et 40°C. Les résultats sont présentés fwme de masse extraite en fonction de la
guantité de CO2 utilisée en kg par kg du solides satuté. Les figures 1 et 2 présentent les masses
respectives de I'extrait brut aux pressions de @,b100 bars et 250 bars a 20°C et 40°C. On
constate que les masses totales d’extraction dostdgbevées pour les pressions 100 bars et 250
bars. La solubilité de I'extrait brut est plus gitara 100 bars a 40°C qu’a 20°C mais a 70 bars, la

solubilité est plus élevée a 20°C qu’a 40°C.

1,2

0,8 -

0,6 -

Extraitbruteng

0,4 -

0,2 A

9,2 28,1 102,4 245,9 378,12

=—4—Quantité de CO2 en kg/kg (20°C)" == Quantité de CO2 en kg/kg (40°C)

Figure 33 - Influence de la quantité de CO2 (20°4D=C) sur I'extrait brut

1.2.1- Effet du conditionnement de la matiére vaigét

1.2.1.1 — Etude préliminaire des effets du conditement : frais, séché,

congelé, lyophilisé
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Une étude préliminaire a été réalisée afin de a@éfiétat du matériel végétal sur lequel nous
souhaitions mener nos travaux. Cette étude a unblelaitilité car elle permet en effet, de
guantifier les effets des traitements technologigde stabilisation mais elle nous permet aussi de
valider un process technologique qui nous permetassurer une logistique d’approvisionnement
en continu.

Les extraits ont été obtenus apres broyage danssoio¢ion Methanol/eau 50/50 (v/v), apres
agitation pendant 5 minutes et filtration sur papi#hatman. Les échantillons ont été plus ou moins

concentrés a I'aide d’'un évaporateur sous vidé&°&4

Evolution de la teneur en polyphénols des echantillons congelés en

i fonction du temps
m
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Figure 34 — Evolution de la teneur en polyphénels échantillons congelés en fonction du temps.
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Effects on post-harvest treatment
(freezing, drying, freeze-drying) on
the total polyphenol content
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Figure 35 — Influence des traitements post réatdteconservation sur la teneur en polyphénols

totaux.
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Figures 36 - De haut en bas : a/ Extraction danglélOH peau fraiche (c x 6); b/peau congelée a -
20°C (¢ x 18); c/ peau séchée a 50°C (c x 5Q)edli lyophilisée (c x 20)
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1.2.2 — Effets de la taille des particules en etima au C02 supercritique

Pour étudier I'effet des différents conditionnensgnious avons réalisé une série d’expériences
avec un poids équivalent de matiere seche (MS) lgocwnditionnement frais et séché des bananes
900 dd. 40 g de poudre de peau séchée de banadsuay humidité relative HR égale a 9% et
320 g de peau fraiche (la peau de banane 900 dikrebA0% d’eau) ont été broyés a l'aide d'un
broyeur a billes (Dangoumil 300A). Le conditionnesé&ché a permis d’obtenir un broyage
beaucoup plus fin et homogéne que celui pour leditonnement frais. Les peaux fraiches de
bananes ont été difficiles a broyer du fait dersspnce de nombreuses fibres.

L'extraction a été réalisée a 40°C a 250 bar. @ufigure, nous avons reporté la masse totale
d’extrait brut récupérée en fonction de la quard@éCO2 en kg par kg du solide sans soluté. Nous
observons sur cette figure que la quantité d’eiximrait pour la peau de banane séchée est supérieure
a la quantité totale extraite pour la peau de barfasiche. Ceci pourrait s’expliquer par une
limitation interne du transfert de matiére. L'eat en facteur limitant a I'extraction, de méme que

les grosses patrticules.

Influence sur la quantité d'extrait brut

2,5

2 [ |
C: [ |
8 15 4 | L 2
8
= u
(1]
S 1
5 L g
|
2
0,5 V'S
0 ]
0 100 200 300 400 500 600

Quantité de CO2 [kg/kg]

# Peau fraiche Musa cavendish B Peau séchée Musa cavendish

Figures 37 — Influence de l'eau et de la taille gasgticules (broyage) sur I'extraction au CO2

supercirtique
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1.2.3 - Effets du mirissement des fruits

Les peaux de bananes prises a différents stadesiigesement (peau verte, jaune, jaune tigrée) ont

éte extraites a partir de CO2 supercritique. Ceerances ont été effectuées a 2250 bars et 40°C
avec 23,5 +/- 0.3g de matiere premiére séchée.tBotgs les expériences, le débit de CO2 a été de
3,16 kg/h. Les figures présentent les résultassmlasses brutes extraites cumulées, des quantités

de dopamine et gallocatéchines extraites cumulées.

Nous observons que les quantités cumulées d'extraif de gallocatéchines et de dopamine sont

plus élevées dans les fruits verts que dans lés fras mars.
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Figures 38, a, b, c et d (de haut en bas)- Effetydrissement des fruits et rendements quantitatifs
de I'extraction au C02 supercritique
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2 — La flash détente

2.1 — Matériels

2.1.1- Descriptif du pilote de flash détente

Le pilote présent au sein de la Halle technologidueCirad de Montpellier et utilisé dans le cadre
de nos travaux fonctionne de maniére discontiduee permet pas en raison du faible volume de la
chambre de chauffe cylindrique (volume de 2,7 lutbar de 24 cm et diametre de 12 cm) de traiter
des quantités importantes de matériel végétal.dpeur qui est injectée dans la chambre de chauffe
en acier est générée par une chaudiéere. Les #uites sont alors brutalement introduits dans la
chambre de détente d'un volume de 34 L (hauteurd@ecm et diamétre de 30 cm) par
l'intermédiaire d’'une vanne pneumatique (temps désture de 0,5 secondes, pression d’ouverture
10 bars).

2.1.2 — Préparation de la matiére premiére

Les essais ont été menés a la fois sur bananésemtpulpe et peaux de bananes Cavendish 900
degrés jours (index des couleurs en fonction ¢gedau : code couleur 1, Chen et al, 2002).

Photo 4 — Bananes French West Indies Cavendishe@@ape Belle-eau, Guadeloupe)
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Couleur

Fruit entier Peau Poids en g avant FD

L a* b L a b Fruit | Peau| Pulpe

Lot 1
FD 143,5°C - 5min

48,6 | -14,1 31,5 | 61,5| -16,6 33 2496 | 82,8 | 159,2

Lot 2
FD 143,5°C-10 min

56,8 | -16,3 31,5 | 59 -17,1 32,2 | 242,2| 92,02 139,96

Lot 3

55,5 | -17,4 31,5 | 50,1| -16,831,5 | 236,6| 83,39 126,10
FD 143,5°C- 20min

Tableau 12 - Caractéristiques des bananes Cavenddb : Flash détente)

Le vide a d’abord été réalisé dans la chambredtlente. Puis, le matériel végétal frais (peau-+82
92g ; pulpe : 125 & 160 g ; fruit entier : 235 -02f) a été placé dans I'enceinte de préchauffage.
L'enceinte de préchauffage des fruits était balgareun flux de vapeur a 143,5°C.

Les fruits ont séjourné dans la chambre de préthgeipour des temps de 5, 10 ou 20 minutes.
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Figure 39 - Schéma du pilote de flash détente aadVontpellier —-UMR Qualisud
2.2- Extraction et libération des métabolites flash détente FD
2.2.1 — Récupération des exsudats et broyats Bfasls détente
Des essais préliminaires réalisés sur le pilotdadd détente ont montré qu’un temps inférieur a 2

minutes en chambre de préchauffage balayée pawvapeur d'eau a 135°C ne permettait pas

d’obtenir un broyage fin du fruit dans I'étape ukére de détente (3 mbars).
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Photos 5 (en haut) — FD menée sur banane Caveawlighhe dans les conditions Etuvage (T°= 95
°C, 1 min), et détente 3 mbars
Photo 6 (en bas) — Flash détente menée sur barmrendish entiere - Etuvage (T°= 135 °C, 2

min) et détente 3 mbars

130



.1

Photos 7 (en haut) - Pulpe de banane Cavendisbvag#¢ (T= 143.5°C, 5 min), Flash détente 3
mbars.

Photo 8 (en bas) - Peau de banane Cavendish-det({Va 143.5°C, 5 min), Flash détente 3 mbars

Photo 9 - Banane Cavendish entiére - Etuvage §B-52C, 20 min), Flash détente 3 mbars

2.2.2 - Dosage des polyphénols totaux et de la vitene C par le réactif de Folin-ciocalteu
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Le dosage des polyphénols totaux par le réactfalm-Ciocalteu a été décrit dés 1965 (Singleton
et Rossi, 1965). Le réactif de Folin-ciocalteu esinstitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphgmlajue (H3PMo012040). Il est réduit,
lors de I'oxydation des phénols, en un mélange ytles bleus de tungsténe et de molybdéne
(Ribéreau-Gayon, 1968). Dans le cadre de nos trkaves polyphénols des bananes fraiches sont
extraits par macération de 3g de broyat ou condeoisgenus par flash détente ou broyage
meécanique a l'ultraturrax de la peau, pulpe ourdit éntier dans 7 ml d’acétone. Le mélange est
agité pendant 10 min puis filtré sur papier Whatn25 pl de cet extrait brut additionné de 475 pl
d’eau sont utilisés pour I'analyse des teneurs a@yppénols totaux et en vitamine C. 2,5 ml de
réactif de folin dilué au 1/ sont ajoutés puis aprés 2 min, 2 ml de carbotetsodium a la
concentration de 75g/l sont également ajoutés. éinps d’incubation de 15 min a 50°C est
observé. La lecture d’absorbance est faite & 760Lantoloration produite, dont I'absorption est
enregistrée a 760 nm est proportionnelle a la ég@ade polyphénols présents dans les extraits

végetaux.
Teneur en polyphénols totaux de bananes fraiches Cavendish aprés broyage
meécanique au turrax et aprés flash détente
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Teneur en polyphenols totaux des bananes Cavendish aprés broyage ultraturrax ou Flash détente

1.2 A

0.8 -

0,6 -

04 -

0_

Peau (condensat + Broyat) Pulpe (condensat + broyat) Fruit entier

equivmg ac. gallique/ ml filtrat

B1435°C pdt 5 min - FD 8143 5°C pdt 10 min - FD 0143 5°C pdt 20 min - FD OTurrax 3 min

Figures 40 (en haut, sans cumul et en bas, avealrwiieneurs en polyphénols totaux en fonction

des paramétres de broyage a l'ultra-turrax ou ftetknte

Les résultats obtenus montrent que plus le bropagalable des tissus par la flash détente est fin,
plus la libération/ extraction des polyphénols,egpmacération dans I'acétone est augmenté.
Toutefois, il faut différencier les résultats ohisrsur pulpe ou fruit entier de ceux obtenus saupe
En effet, dans le cas de la pulpe et du fruit erfientenant tous deux de I'amidon), I'’évaporation
sous vide ou flash détente ne saurait étre aussae qu’'un broyage mécanique a l'ultraturrax. En
effet, on peut observer que la teneur en polyplsetothux et en vitamine C obtenue suite a une
flash détente de la pulpe ou du fruit est inféee@ircelle obtenue suite a un broyage a l'ultraturra
méme aprés des temps de séjour en chambre de yifageade 20 minutes, 143,5°C. On peut
€également noter que les teneurs en polyphénolsxataen vitamine C de la pulpe et du fruit entier
n‘augmentent pas significativement avec des tengsé&jour en chambre de préchauffage plus
longs, comme c’est le cas pour la peau. Une pdmaishant 5min dans la chambre d’étuvage, avec
un courant de vapeur a 143,5°C présente des terurgolyphénols totaux et vitamine C
Supérieures a une pulpe qui y aurait séjourné 20 @é&s manipulations démontrent qu’un séjour
prolongé en chambre d’étuvage n'améliore pas lesutes d’extraction de polyphénols totaux et
vitamine C, en raison de la gélatinisation de lI@om contenue dans la pulpe ou sur le fruit entier
qui se produit. La gélatinisation se produisantdaen le procédé d'évaporation sous vide et en
particulier, pendant I'étape d’étuvage, formerait néseau gélifié qui inhiberait la libération des

métabolites (polyphénols).
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La flash détente est, par conséquent, un procédgemqble bien convenir a des tissus non amylacés
en raison de I'étape de préchauffage qui peutdrdamlibération de métabolites du fait méme de la
formation d’'un gel qui les retiendrait. C’est airtgie les peaux de bananes, non amylacées,
présentent des teneurs en polyphénols totaux eit@mine C qui augmentent avec les temps de
séjour (I'amidon n’étant pas présent dans cesgjgsast donc pas un facteur limitant). Ces teneurs
enregistrées sur la peau sont également supériawreles obtenues aprés broyage a I'ultraturrax,
pour 20 min a I'étuvage. En effet, la flash détgueemettrait un broyage plus fin que celui obtenu
avec l'ultraturrax ou la présence de nombreux $isBoreux est limitatif. Cependant, afin de
pouvoir obtenir des teneurs équivalentes voire segps a celles enregistrées apres broyage a
l'ultraturrax, 3 min, 15 000 tours/ min, nous avats additionner les teneurs en polyphénols et
vitamine C obtenues sur les condensats et surrtgats. La flash détente permet une séparation

(condensats/ broyats).
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Chapitre 3- Evaluation qualitative des procédés sules teneurs en molécules

nutrifonctionnelles

1 — Evaluation de l'activité cardio-vasculaire d’exraits de bananes Cavendish traités par FD

Les travaux scientifiques portent sur la banslinisa cavendish

L'objectif des recherches réalisées sur cette bmoansiste a identifier les effets pharmacologiques
de la poudre du fruit sur le systeme vasculaire.

Cette évaluation porte plus spécifiguement suype et le mécanisme d’'impact sur la réactivité du

tonus vasculaire en réponse a I'exposition a unmadu fruit.

1.1 — Analyses physico-chimiques

Les bananes entieres 900 dd ont été traitées qsin tiétente afin de faciliter la préparation du
totum. Des opérations de broyage et d’atomisatidrpermis d’obtenir une poudre de banane dont
la composition chimique a été analysée par TLChod# calorimétrique et mesure d’absorbance.
Ces analyses préliminaires et précédemment pré&sedéins ce rapport ont permis de déterminer la
composition générale des bananes en polyphénalgesssimples et complexes.

Les résultats obtenus indiquent la présence depbéhols dans la peau et la pulpe permettant
d’envisager des explorations d’activités sur lesus vivants. Les sucres complexes évoluent a la
baisse avec augmentation concomitante des suamgsles en fonction de I'dge des fruits,
conformément aux résultats déja deécrits dans tirdiiure scientifique. Les résultats des dosages

sont donc validés ce qui garantit et consolidedii@t de I'étude des effets biologiques potentiels.
1.2 — Analyse des activités biologiques

Les premiéres évaluations des activités biologigigels banane ont porté sur le systéme vasculaire.
L'effet propre de la banane a été évalué en compases effets aux médiateurs endogenes
vasoactifs conventionnels (noradrénaline et dopajrgar I'aorte thoracique isolée de rat.

Le modeéle utilise des rats males Wistar (Elevagwi@aFrance) pesant entre 300g et 400g. Apres
euthanasie par exsanguination, I'aorte est rapidemelevée et placée dans une solution Kreb's
dont la composition est.la,suivante (mmel/l) : NAdB /KCl4.8, MgSQ 1.2KH,PO, 1.2, CaCl
2.5, NaHCQ 25 et Glucese 11: L'aorte est débarrassee du ﬁdmeux-__ft"sfo_njonctif afin de

|
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préparer des fragments de 4mm de long en vue duag®sur les portes organes. Les fragments
sont ensuite placés sur des portes organes etsésglans des cuves a organes isolés (Emka) de 6
ou 12ml contenant le milieu physiologique (Krebdg)i est maintenu a une température dec37
oXygéné par un mélangefQ0,, (95%/5%) et dont le pH est a 7,4. Pour le montiggefragments
d’'aorte, la partie inférieure du porte organe eshobilisée dans la cuve a organe isolé et la partie
supérieure est reliée a un capteur de tension isigue. Le signal fourni par le capteur est analysé
par le systéme informatique Emka lox.

Pour caractériser l'effet propre du totum de banane début de chaque expérimentation, les
fragments d’aorte sont soumis a une tension de tbasky. Aprés le montage des fragments, une
période d'équilibration de 60 minutes est obsery@jode durant laquelle des lavages sont
effectués toutes les 15 minutes. A la suite de, desien suit une caractérisation de I'endothélium
en additionnant de la noradrénaline "Md) pour contracter les anneaux aortique puis en
additionnant de l'acétylcholine (1tM) pour observer s'il y a ou non une relaxation.régla
caractérisation de I'endothélium, un temps d’équdliion de 60 minutes est observé avec des
lavages toutes les 15 minutes. Ensuite, les pmdaittester sont ajoutés dans la cuve en
concentrations cumulées.

Courbe dose réponse du totum, pour endothéliuma0lng/ml a 10mg/ml, incrément de dose 0.5
log1o et pour endothélium- : 0.0001mg/ml a 1mg/ml, inoeét de dose 0.5 lgg

Courbe dose réponse de la dopamine, pour endathélil0°M a 102M, incrément de dose 0.5
logs, et pour endothélium- : 18M a 3.10*M, incrément de dose 0.5 lag

Courbe dose réponse de la noradrénaline, pourtleddon+: 10°M a 3.10°M, incrément de
dose 0.5 log, et pour endothélium- : T8M & 10°M, incrément de dose 0.5 Ipg

Dans cette deuxieme partie de I'étude, nous noosrss intéressés a étudier le réle des récepteurs
a; adrénergiques dans I'effet contracturant du totienbanane. Pour cela, nous avons considéré la
prazosine qui est un antagoniste sélectif des téaeqa,. Apres avoir évalué I'effet du totum, les
fragments d’'aorte sont soumis a une période d'dgation supplémentaire de 60 minutes durant
laquelle des lavages sont effectués toutes les ibbites avec du tampon Kreb’s. Apres cette
période d’équilibration, la prazosine (™ et 10°M) est ajouté dans les cuves avant
'administration du totum en concentrations cumsléees concentrations testées sont les mémes
gue celle considérées dans la premiere partiedtiede.

Le totum de banane est obtenu a partir de bananés vhriété Musa Cavendish (CIRAD, UMR
Qualisud). Le totum ainsi que I'acétylcholine, lezosine, la dopamine et la noradrénaline sont
mises en solution dans de I'eau distillée (réa&8ifgna, France).
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Le totum de banane démontre un effet contractutasé dépendant sur I'aorte. Les composés de
référence (noradrénaline et dopamine) génerenpidigs similaires mais pour des concentrations
plus faibles. Ceci signifie que la banane posséeactivité moins puissante que les molécules de
référence, mais néanmoins significative. Ces résukont obtenus aussi bien en présence gu’en
absence d’endothélium. Dans les mémes conditions aeons démontré que la prazosine modifie
'effet contracturant de la banane en linhibant ma@niere compétitive. Cela signifie que le
récepteur alpha-1 adrénergique vasculaire jouedlm dans les effets vasoconstricteurs de la
banane. Des études concernant la caractérisatioMusa cavendish ont mis en évidence des
concentrations de dopamine, médiateur vasoactiprestion des stades physiologiques. Des études
complémentaires doivent étre réalisées afin decté&iser plus spécifiquement la cible moléculaire
impliqguée dans Il'action pharmacologique de lI'extrde banane et plus particulierement des
vasoactifs présents au sein de la banane. Ellesepteont également d’identifier le role relatif e
teneur en dopamine, et d’autres composés poterdaats les effets vasculaires de ce fruit. Suecett
base I'intérét santé de la banane, au niveau \a@seupourra étre mis en évidence.

100 -
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Figure 1 : Aorte thoracique isolée de rat. Conioast induites par le totum de banaill®,(la
dopamine ¢), et la noradrénaline®f en absence d’endothélium.

137



100

% CONTRACTION
3 s

(%]
-

[ T T T
G000 00 D, 00001 000001 O 0001 001 0,01 1 1 10
loa § Produits o ol

Figure 2 : Aorte thoracique isolée de rat. Contoactinduites par le totum de banai®,(la
dopamine¢), et la noradrénaline®f en présence d’endothélium.

100

B0

% CONTRACTION
3

O 0L O, 001 0,01 0.1 1 10 100

log (P400 masmi)

Figure 3 : Aorte thoracique isolée de rat. Effattcacturant du totum de banari®)(en absence et
en présence de prazosine &%\ (#) et 10°M (e), sans endothélium.
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Figure 4 : Aorte thoracique isolée de rat. Effattcacturant de I'extrait de P40MY en absence et
en présence de prazosine 8®M (F) et 10°M (e), avec endothélium.

1.3- Conclusion

Ces travaux realisés permettent de définir lesteffdharmacologiques et santé de la banane
notamment au niveau vasculaire. Des investigationgplémentaires ayant pour but : (1) de mieux
comprendre les mécanismes d’action des actifs darlane sur les systemes vivants, (2) de corréler
ces activités avec des molécules spécifiques coasedans le fruit sont a mener. Ces investigations
permettent d’explorer les effets santé de la baeangarticulier dans des conditions de pathologies
afin de démontrer l'intérét que recéle ce fruit plausanté humaine tant sur le plan alimentaire que
pharmaceutique.
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2- Evaluation de I'activité anti-ulcére sur bananasCavendish FWI et en fonction des stades

physiologiques de récolte et du procédé d’extractin(soxhlet, macération).

Effects of Cavendish banana extractdHmticobacter pylorigrowth and ulcer
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Abstract

Cavendish bananas extracts were investigated betédir effects on Helicobacter pylori growth.
The polar and apolar fractions were extracted hatim the pulp and peel of Cavendish bananas,
harvested at three different physiological agesrétore the bananas preparations were tested for
their antiulcerogenic effect on H. pylori colonimat known as one of the main factors in the
pathogenesis in gastric ulcers. After incubationvatied concentrations for 48 H at 37°C no
significant inhibition effect was observed. Howevke banana extracts from pulps showed high
content of polyphenols while the peel exhibitedhhigvel of dopamine as well as sitoindosides.
Together our results showed the Cavendish banagadmmplayed antioxidant activity for the anti
ucer.

In this study, it appeared that Cavendish banax#sicts, both from the peel and pulp may not
have inhibition effect on H. Pylori growth. Proteet gastric mucosa due to antioxidant activity
may be the only mode of action in anti-ulcerogemmperties.

Keywords : Banana, Anti-ulcer, Helicobacter pyl@mtioxidant and Sitoindosides
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1 — Introduction

Bananas intakes have been traditionally recommerfdedtreatment/prevention in digestive
disorders such as gastric ulcers. Although gastders appear due to various factors (Mc Guigan
1991), the etiology of gastric ulcer is still dedxhbut it is accepted that ulcers are caused doetto
imbalances in mucosal offensive and defensive fac{®oel and Bhattacharya, 1991). Ulcer
therapy is now mainly focused on limiting deletesceffects of offensive acid secretion. However,
the search for new safer alternative drugs hassawban interest in natural cytoprotective drugs
or/and natural inhibitive Helicobacter pylori grdwihgredients.

The pulp and peel of unripe, raw plantain banareag lbeen showed to possess cytoprotective
activity ( Chattopadhyay et al, 1987; Goel et 889; Dunjic et al, 1993; Rao et al, 2000, Sairam et
al, 2001). Additionally the banana pulp protedie gastric mucosa from damaging agents by
neutralising intragastric acidity ( Beil et al, B9 Lewis et al, 1999 demonstrated that
leucocyanidin contained in the pulp of bananas, alsle to exert the greatest protective effect
against aspirin-induced mucosal damage. This wodicated that the leucocyanidin, present in
unripe plantain banana may be responsible for atderogenic properties. This group of
compounds has been determined to reduce acid isacfeam gastric parietal cells (Lewis et al,
1999) and is mainly present in banana pulp.

Some phytosterols as Sitoindoside-1V, | and Il lassd fromMusa paradisiacapeel have also
demonstrated mobilization and activation of per@inmacrophages which may play a role in the
anti-ulcerogenic (Ghosal and Saini, 1984; Chattbgay et al, 1987).

Wound healing and gastric mucosal resistance nsrtifie anti-ulcerogenic effect of sitoindosides
(1, I, 1V) present in banana peel (Ghosal and 5difi84; Ghosal, 1985, Bhattacharya et al, 1987,
Oliveira et al, 2005; Oliveira et al, 2007).

Different physiological harvest stages, previous#yined for temperature sum accumulation equal
to 900°C, 600°C and 400°C (banana 900 degree a@apna 600 degree day and banana 400 degree
day), (Chillet; Hubert, 2006) have been investigasece it is known that the content of active
compounds evolves with the fruit development (@filHubert, 2006).

Although polyphenols and phytosterols, particulditbvonoids and sitoindosides, from plantain
bananas, have already demonstrated anti-ulcerogesperties by protecting the gastric mucosa for
acid secretion (Lewis et al, 1999) or through thautivation of peritoneal macrophages
(Chattopadhyay, 1987), no studies have investig#tgublar compounds such as polyphenols
extracted from the peel, or apolar compounds etddadrom the pulp, have any impact on

Helicobacter pylorigrowth.
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Studies have indicated bananas’ protective andingeadctivities upon ulcers through the
predominant effect on various mucosal defensiveofac However, we don’t have any knowledge
about the effect of unripe banana pulp and, ini@der, the effect of apolar compounds present in
pulp onHelicobacter pyloridevelopment. In the same way, there are no repbudst the effect of
polar compounds from peels, particularly polyphsrsich as dopamine, éh pylori colonization.
Polyphenols such as dopamine are very presentanaapeels (Simmonds, 1954; Kanazawa et al,
2000; Somaya et al, 2002).

Consequently, there are only partial investigatiafisanti-ulcerogenic activities from bananas
(mainly plantain bananas). No reports have stugetdat individual physiological ages, the effects
of both polar and apolar fractions from both unrg@mana peel and pulp, ételicobacter pylori
growth. Apolar compounds such as sterols are widdiributed in banana peels (Ghosal, 1985;
Oliveira et al, 2005; Oliveira et al, 2007). A festudies have demonstrated their role in gastric
ulcers induced by oxidative stress (Chattopadhyasl,el987; Goel et al, 2001) but there are no
reports of anti-ulcerogenic activities for the pdaolar fractions of banana peels. Investigatmins
anti-ulcerogenic activities are partial and incoetel for each fraction (polar, apolar) and each
physiological stages.

As oxidative stress and Helicobacter pylori colatian are considered to be important factors in
the pathogenesis of gastric ulcers, the objectivhis paper is to know for each totum and fracdion
(polar and apolar) extracted from banana peelgs, gliithe mode of action for antiulcerogenic
activties is also due to inhibition of thé pylori colonization or if it is only due to antioxidant

protective mucosa activities.
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2 — Materials and methods
2.1- Helicobacter pylori strain
Prior to the experiment, working cultures were jred by subculturing. The straintd&licobacter
pylori CIP 103995 (Pasteur institute, France) was cuture Columbia agar supplemented with
10% horse blood and incubated at 37°C under mioop&élic conditions, for a duration of 48
hours. Inocula containing culture in the exponémfiawth phase of approximately 1.4x103 /ml was
used for the experiment. The polar fractions weahetetl in peptone at 0.1% (w/v) whereas the
apolar fractions were solubilized in hexane.
A preliminary work based on hexane addlicobacter pyloridetermined the maximum tolerated
concentration The volume of 10ul used for the experiment has ifceon H. pylori growth
(optimization).
2.2 — Banana samples
For all experiments, the Musa Cavendish banana® varvested in October from CIRAD
Neufchateau station, at Sainte Marie, Capestertie-Bau, Guadeloupe, French west indies (FWI).
The bananas came from the same soil-zone. We sgéldokee physiological harvest ages: 900, 600
and 400 degree das previously describe@hillet and Hubert, 2006. The unripe green Caw&ndi
bananas were peeled. The peels and the pulps mwemetdried and powdered. The banana powder
was considered as totum. For some experimentsai@nias extracts were sterilized.
2.2.1 — Preparation of sterile / unsterile material
The totum extract from peels or pulps was eithéutadized in sterile peptone water at 0,1% (w/v)
or hexane at different dilutions including 0, Q.326, 8, 40, 200, 1 0 12,5 16, 25 16, 50 16
and 100 1®pg/ml.

2.2.2 — Extraction of the polar and apolar acteenpounds from pulps and peels by Soxhlet and
maceration.
Hexane and acetone were used to extract respgctyellar and polar active compounds from
freeze-dried banana pulp/peel. The Soxhlet extrastlasted 6 hours, at 120°C. The solvents were
evaporated at 35°C
For each physiological harvest stage (900, 6004&iddegree day), two Soxhlet extractions were
conducted in order to produce two extracts: Extéafpolar) and Extract B (apolar).
Unsterile freeze-dried banana pulp/peel was als@ebed with hexane and acetone by maceration
for 6 hours (no heating process).
2.2.3 — Separation and identification of sterylglsides by Thin Layer Chromatographic method
(TLC)
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The B extract was separated on TLC plates coatén avik mm layer of silica gel 60 F254 (E.
Merck). The mobile phase was composed of Toluekéwl acetate at 2.0: 1.0 (v/v) as previously

described.

Briefly, a sensitive and accurate high-performanb& layer chromatographic method was
performed for the quantification of sterylglycossdeTen grams of freeze-dried Cavendish banana
powder was extracted with hexane. Sterylglycosgtasdards (E. Sigma) and sample solutions
were applied to the plates as 6 mm from each offtez.plate was developed to a distance of 80
mm from the bottom edge of the plates, with Toluengthyl acetate 2.0: 1.0 (v/v), in a Camag
glass twin-through chamber, previously equilibratetth mobile phase for 5 min.

Detection was performed with ferric chlorure varl105°C, after 5 min, on one part of the
plate.and the other part of the plate was usedtrae glycosylated sterols that were solubilized i
diethyl ether.

A TLC interface CAMAG was used to identify the sigtycosides and particularly, sitoindosides
(Sitoindoside 1V). The infusion solvent was Chlanoh- Methanol — Water — Formic acid 85: 41.:
1: 0.1 (v/v). Dilutions of polar and apolar extdf Cavendish banana pulp Using sterile peptone
water at 0,1% wt/vol or hexane, dilutions of 84).1.6, 8, 40, 200, 1000 ug/ml and 12.5, 25, 50,
100 mg/ml of sterile or unsterile banana pulp pawdere prepared to obtain respectively polar or

apolar solutions.

2.3 — Methodology of microbial culture

50 ul of each diluted culture &f. pylori was individually spread on the surface of thedsfidid
Columbia agar supplemented horse blood plateshardincubated at 37°C for 1h. After 1 hour of
incubation, 11 wells were made in the inoculatedgd. Petri plates were again incubated for 1 h.
Then, the wells were filled with 10ul of variousnocentrations of the sterile/unsterile banana pulp/
peel,solutions of each physiological age.

The positive control consisted of Columbia agarpteimented with horse blood plates without
banana extracts inoculated with the diluted medwuiture. Uninoculated plates containing banana
extracts solutions served as negative control. &edtcontrol plates were then incubated at 37°C
for 48H. The absence of colonies was considerednashibitory effect. This experiment was

triplicated.
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3 — Results and discussions

3.1 - Identification of sterylglycosides
Sterylglycosides were separated by TLC and predemtpurple color after detection. HPLC- MS
analysis showed the presence of sitoindosideseistédrylglycosides fractioffrigures 3 and 4).

3.2 - Detection of inhibitory activity

Helicobacter pylori colonization and oxidative stress are the maimlagic factors in the
pathogenesis of gastric ulcers. It is well-knowat tholyphenols are the most abundant antioxidants
and are able to fight oxidative stress (Somayap2@ealbert et al, 2002). Polyphenols extracted
from bananas, both from the pulp and peel (flavdesj catechines from the pulp, catecholamines
such as dopamine from the peel), may have an impadhe protection of the gastric mucosa
through their antioxidant activity. Indeed, polypbés such as flavonoids have been shown to
stimulate the proliferation of parietal cells amdreutralize acid secretion (Beil et al, 1995).sThi
study shows that polar compounds such as polypsemaly not have an inhibitory effect on
Helicobacter pylorigrowth(table 1).

Since dopamine is a polyphenol widely distributedhe peel (Kanazawa et al, 2000), it may also
have no impact on H. pylori growth. We may concldllat polyphenols, both distributed in peel
and pulp may play a role in antiulcerogenic prapsronly due to their antioxidant capabilities
(protective and scavenging of free radicals) (Seralet al, 2002).

Sterols and other classes of sterols (in particstiarylglycosides and sitoindosides), apolar active
compounds, are mainly present in the peel. Apolaaets from the peel and pulp (sterylglycosides
and in particular, sitoindosides) also showed gbitory activity onHelicobacter pylorigrowth, at
each physiological agé€tble 2).

Consequently, the mechanism of antiulcerogenic gat@gs may only result from a cytoprotective
action by neutralizing acid secretion or by multaating parietal cells. Althought banana extracts
inhibit the growth of food poisoning bacteria invei such asStaphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Salmonella enteritidisdaEscherichia coliMokbel et al, 2005), they
don’t inhibit the development dielicobacter pylori

Banana powders (totum) and extracts (oils, steygtigides) showed no significant inhibition tef
pylori, in vitro. HenceH. pylori activity may not be involved in the ulcer proteetieffects of
banana extracts. Thus, this present study indicheesbsence of antlelicobacter pyloriactivity

of polar and apolar banana peel and pulp extractstiro. Since it has been shown that heating can

denature molecules and influence biological actigit we sterilized or unsterilized the samples,
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extractions were also done by heating or at roampézature. No significative differences have
been recorded in the inhibitory effect of polar apdlar banana extracts bin pylori growth.

4 — Conclusion

The present study revealed there may have no impagolyphenols (cathecholamines and
flavonoids) and sterylglycosides (sitoindosidesjracted both from the pulp and peel of FWI
Cavendish bananas dtelicobacter pylorigrowth. The antioxidant activity appears to beyonl
involved in its ulcerprotective effect.

These findings are in agreement with previous artigd studies (Goel et al, 2001). Indeed, Goel
et al, 2001, studied the effect of polar methanektract of plantain banana pulp by using a 96 well
plate technique (liquid medium culture). In thisdst, we used Columbia agar Petri plates (solid
medium culture) in order to know the effect of paad apolar extracts of Cavendish banana pulp

and peel, at three different physiological stagebslelicobacter pyloricolonization.
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FIGURES

Figure 1 - Cavendish bananas: 900 — 600 and 40@elelgqy stages
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Figure 2 — Analysis of sterylglycosides fractiong BLC-MS. Saponification with
methylate 2M and Methanol- trifluoroacetic acid®9),5; v/v); Mw (stigmasterol) : 397.
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Figure 3 — Detection by TLC of a sterylglycosiduson

::': 44— Sterylslycosides

Sample concentrations in pgiml 032 16 40 2000 1000 12500) 25000, 50000 100000
Banana Unsterilized totum _ _
Pulp (400 Sterilized Totum _ _
dd) Unsterilized polar Banana fraction (from maceration) _ _
Banana polar fraction (from Soxihef extraction 120°C, 6h) | _ _

Sample concentrations in ygiml 032 16 40 2000 1000 12500) 25000/ 50000/ 100000
Banana Unsteriized tofum _ _
Peel (400 Sterilized Totum _ _
dd) Unsteriized polar Banana fraction (from maceration) _ _
Banana polar fraction (from Souhet exfraction 120°C, &h) | _ _

Sample concentrations in pgiml 032 186 40 200 1000 12500{ 25000] 50000( 100000
Banana Unsterilized fofum _ _
Puip (500 Sterilized Totum _ _
d) Unsterlized polar Banana fraction (from maceration) _ _
Banana polar fracfion (from Soxihef extraction 120°C, 6h) | _ _

Sample concentrations in pg/ml 0,32 1,6 40 200/ 1000 12500| 250000 50000( 100000
Banana Unsterilized fotum _ _
Peel (600 Sterilized Tofum _ _
dd) Unsteriized polar Banana fraction (from maceration) _ _

Banana polar fraction (from Soxhet extraction 120°C, 6h) |
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Sample concentrations in pg/m 0 032 158 8 40 2000 1000 12500{ 25000 50000( 100000
Banana Unsterilized fotum _ _ _ B B B _ _ _ _ _
Pulp (900 Sterilized Totum :
dd) Unsterilized polar Banana fraction (from maceration)

Banana polar fraction (from Soxlhet extraction 120°C, 6h) |

Sample concentrations in ygiml 0 032 16 8 40 200 1000 12500{ 25000] 50000 100000
Banana g?st.‘e.rm;erllolum _ _ _ _ B _ -~ j j j _
FEE”QUU erllizea Towm _ _ B _ _ _ _ _ _ _ B

dd) Unsterlzed polar Banana fraction (from maceration)
Banana polar fraction (from Soxlhet extracfion 120°C 8h) |

Table 1- Effect of polar banana extracts on hekbotér pylori growth (400 dd bananas, 600 dd
bananas, 900 dd bananas) - No inhibition of Hebotdr pylori both from the banana pulp or peel,

for each harvest ages.
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Banana oil (from Soxihet extraction 120°C, 6h)
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Banana oil (from Soxlhet extraction 120°C, Gh)

Sterilized Sterylglycosides (TLC)
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Unsterilized totum

. Pul Sterilized Totum _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

D

(600 dd) Unsterilized Banana oil (from maceration) _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
Banana oil {from Soxlhet extraction 120°C, 6h)

Sterilized Sterylglycosides (TLC)
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Sterilized Totum
Banana Pulp — - - - - - - - - - - - - -
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Banana il (from Soxlhet extraction 120°C, 6h)

Sterilized sterylglycosides (TLC)
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Unsterilized totum

Sterilized Totum
Banana Peel — - - = - - - - - - - = = =
(900 dd) Unsterilized Banana oil (from maceration) _ _ _ _ B _ _ _ _ _ _

Banana oil {from Soxlhet extraction 120°C, 6h)

Sterilized Sterylglycosides (TLC)
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Table 2: Effect of apolar banana extracts on hbhcter pylori growth (400 dd bananas, 600 dd
bananas, 900 dd bananas) - No inhibition of Hebotdr pylori both from the banana pulp or peel,

for each harvest ages.

Test substance (pg/ml) Wells showing inhibitory activity P values
Number Inhibition (%) (Chi square test)
Bismuth subcitrate 40 012 0 NS
(BSC) 200 32 20 NS
1000 /12 50 <0,05

Table 3: Effect of Bismuth subcitrate (BSC) on itror growth of Helicobacter pylori (Goel et al,
2001)
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ABBREVIATIONS

BSC: bismuth subcitrate

dd : degree/day

FWI: French West Indies

H. pylori : Helicobacter pylori
Mw: molecular weight

TLC: Thin layer chromatography
V: volume

W: weight
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Conclusion

Dans ce travail, notre préoccupation essentieiéat &’'apporter un éclairage nouveau sur
limpact des stades physiologiques de récolte damssnutri-fonctionnalités observées et plus
particulierement au niveau des substances d’iniaciistriel et nutraceutique tels que I'amidon
(amidon résistant, amidon digestible), les polymh&plus particulierement, la dopamine en raison
de ses fortes concentrations au sein de la bananhégs stéryl glycosides présents au sein des
bananes Cavendish.

Nous avons tenu a utiliser I'extraction en CO2 saypiqjue car c’est une technologie qui permet
d’obtenir un produit trés pur qui ne contient pastihice de solvant organique. Il était évident que
nous ne pouvions parler de nutri-fonctionnalitésles intéréts biologiques des molécules en faisant
abstraction des procédés d’extraction. L’extraceonCO2 supercritique est un procédé qui a été
retenu dans nos travaux. Cette extraction en C@2rsrtique est sélective des composés peu
polaires et est particulierement adaptée a l'editracdes phytostérols. Malheureusement, nous
n‘avons pas pu dans ce projet réaliser un suiwtiprdes steryl glycosides et en particulier des
sitoindosides IV présents au sein des peaux denbargilite a une extraction en CO2 supercritique.
En effet, la plate-forme analytique du laboratoo@ se sont déroulés les essais, ne disposaitepas d
LC-MS permettant de réaliser ce suivi. De plus, snolavons pas pu obtenir de standards de
sitoindosides IV aprés un tour d’horizon des ddfés fournisseurs les plus connus. L’'extraction en
CO2 supercritique présente aussi I'avantage de@oextraire a I'aide d’un co-solvant polaire tel
gue I'éthanol les molécules polyphénoliques. Umeaatantage a I'extraction en CO2 supercritique
reste la non- dénaturation par la température etola oxydation des molécules extraites. De
méme, pour des raisons de logistique liees auxthé@sret aux codts financiers de transport de
matériel végétal frais, les essais en fluide strigue (et flash détente) ont été menés uniquémen
a partir de bananes récoltés a maturité optimatenuerciale ou vert mature tardif ( 900 degrés

jour).

Dans une premiere partie de la bibliographie, reouens présenté : le genviusa la composition
nutritionnelle des bananes en terme de protéinesidgs et lipides. Nous avons également recensé
au sein des bananes les molécules d'intérét buoplegipuis les travaux de recherche sur les
méthodes d’extraction en CO2 supercritique etlalshfdétente.

La comparaison des teneurs en polyphénols toetuglus particulierement de la dopamine, des

teneurs en amidon en fonction de I'état physiologidu fruit a la récolte, et du stade de maturité
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post-récolte a constitué I'essentiel de nos travdeixecherche. Ce travail de recherche semblait
important a réaliser quand on connait le role dembkturité mdrissement sur la composition
biochimique des molécules et le role des stadesiplogiques de récolte sur les parametres
externes (résistance a la couronne de pourritatbracnose). Il était par conséquent intéressant de
pouvoir aussi identifier I'impact des stades phigimues et du marissement sur la composition
biochimique mais aussi sur les teneurs en moléclile®rét biologique, au sein des bananes.

Cette these s’est inscrite dans une perspectivaldesation de la filiere bananiére et en partenl

de valorisation des écarts de triage. Il faut ¢iffecnent savoir que dans un régime de bananes, un
gradient de développement existe entre les frigts différentes mains du régime. Les fruits des
mains inférieures, moins remplis et donc plus petibnt généralement écartés du circuit de
commercialisation et contribuent aux écarts degérigenviron 10 a 20%). Jullien et al., (2001) ont

estimé que la différence entre les premieres @iel®s mains était de 70 degrés jour (dd).

De méme, dans ces travaux, I'effet d’'inhibitionlderoissance delelicobacter pyloria été étudié

en fonction des différents stades physiologiquedéleloppement (400, 600, 900 dd). Les teneurs
en molécules actives variant avec le mirissemdnia ieté démontré l'impact du stade
physiologique de récolte sur les changements iatemt durant le marissemerielicobacter
pylori est une bactérie impliquée dans les phénoménesuicéces phénomenes ulcéreux mettent
en jeu, dans un modéle de prévention des actiabtdsulcéreuses, des composeés tels que les
polyphénols, I'amidon. Pour les raisons de disptitéb de la matiere premiére évoquées
précédemment, I'extraction en C02 supercritiquepniggtre menée que sur des bananes 900 degrés
jour, aussi bien sur la pulpe que la peau. La siffia du soluté au sein de la particule est un
processus lent. La solution consiste alors a brtageparticules de fagcon a briser les membranes
intraparticulaires et a libérer le soluté. L'efteéine modification de la granulométrie est bienraon

et peut étre appréciable en terme de rendememt @ndtique. Il I'est beaucoup moins en terme de
pureté des extraits et de mise en ceuvre du proGd@eut se trouver confronté a des problémes
qui peuvent aller de la difficulté de séparationcaréque solide-fluide jusqu’a l'impossibilité
d’obtenir un produit satisfaisant, I'éliminationtédieure des impuretés co-extraites n’étant pas

toujours aiseée.

Finalement, les perspectives de travail sont nonda® et d’ordres divers.
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Les bananes Cavendish, représentent les bananphiselargement consommées dans le monde
mais également les plus cultivées et consommées|@achipel des Antilles. Malheureusement, les
temps de production des bananes dessert tellelesgjimnanes Cavendish sont relativement longs
(environ 9 -10 mois) et augmentent la probabilég dsques liés a la perte des récoltes (tempéte,
cyclones, cendres...). Pouvoir récolter les bananas stade plus précoce représente un véritable
enjeu économique et biologique/ sanitaire. La p#€ode la récolte peut donc constituer une
alternative pour contourner les contraintes liéex aonditions agroenvironnementale de
production. En effet, le risque afférent a 'endoag@ment de la récolte serait fortement diminué
du fait d’'un plus grand turn-over ; les stades pcés de récolte ont été recensés dans nos travaux
comme les plus intéressants pour I'extraction selsstances actives. Les écarts de triage, en partie
constitués par des bananes plus jeunes aux extemférieures des régimes pourraient ainsi faire
I'objet d’une revalorisation nutri-fonctionnelle eliravail réalisé dans la theése ouvre de nouvelles
perspectives intéressantes pour la valorisationpdaguctions bananiéres autrement qu’en produit
consommeé frais. Les variétés naturelles et/ou tgbrinadaptées au circuit de commercialisation
locale ou d’export pourront trouver ici une forme dalorisation comme source de composes

d’intérét nutritionnel.

Nous pouvons aussi élargir ce travail a d’autre¥#tés de bananes, moins appréciées pour leurs
caractéristiques organoleptiques mais probablerplrg intéressantes en terme de substances
actives présentes telles que la dopamine, leslgiggsides etc. Nous pouvons investiguer aussi
bien au sein des autres variétés de bananes dggsetes variétés de bananes a cuire.

Nous avons, par ailleurs, dans ces travaux, étéraruds a la difficulté d'assurer un
approvisionnement régulier et important en matésgjétal frais. En effet, compte tenu du cycle de
développement du bananier et du fr@avendishqui sont relativement longs, nous avons
malheureusement dd faire face a quelques aléastimes (retombées des cendres du volcan de
I'lle de Montserrat sur la Guadeloupe, fortes Huet vents) ou di tenir compte des codlts de
transport de matériel frais.

Une autre perspective de travail repose sur laatiion de d’autres procédés tels que I'extractam p
ultrasons. L’extraction par ultrasons est un précddi peut étre couplé a la flash détente. Ce
procédé présente I'avantage de réduire les tengsrdction.

L'extraction par solvant assistée par ultrasonssisb@ a traiter sous ultrasons un solide, sec ou
humide, en contact avec un solvant comme I'hexanééthanol. On irradie par micro-ondes de la

matiére, végétale ou non, broyée au préalable ésepce d'un solvant absorbant fortement les
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micro-ondes (le méthanol) pour I'extraction de cosgs polaires ou bien en présence d’'un solvant
n'absorbant pas les micro-ondes (hexane) pourrbielibn de composés apolaires. L'ensemble est
chauffé sans jamais atteindre I'ébullition duraatodurtes péeriodes entrecoupées par des étapes de
refroidissement. Apres, une étape de séparationguarifugation, les échantillons sont directement
injectés sur colonne chromatographique. Cette tquakrse présente comme beaucoup plus efficace
gu’une méthode conventionnelle et permet de rédesréemps d’extraction et donc les dépenses en
énergie. Les ultrasons permettent effectivementodigrer I'extraction et de réduire le ratio
solvant/charge. Un paramétrage adapté (puissaaciation, température, agitation) conduit, pour
des durées d’extraction sous ultrasons de l'ordrguklques minutes, a des rendements obtenus en
guelgues heures par des protocoles convention@glte mise en ceuvre extrémement courte
préserve les composés les plus thermolabiles @gides poly-insaturés, caroténoides, polyphénols,

ardmes, alcaloides) des réactions de dégradasiditibnnelles.

L’objectif de ce travail de these visait a explouee forme de valorisation des bananes Cavendish,
des écarts de triage, mais aussi des déchets daedsafpeaux) a travers I'obtention de molécules
d’'intérét biologique. Les bananes Cavendish sonbcimalement consommées pour leurs
caractéristiques organoleptiques et leur bonnestigité. Cependant, les bananiers dont sont issus
les fruits sont des herbes trés fragiles dont keld@pement long chez Cavendish (9- 10 mois)
accroit le risque de probabilité de rencontrer éesnements climatiques néfastes a la récolte
(sécheresse, tempéte, insectes...). Par ailleupspthuction antillaise doit rester compétitive face
celle des pays tiers. Ces travaux en contribuantune meilleure connaissance des stades
physiologiques de récolte permettraient de cibleregard des teneurs en molécules actives les
stades physiologiques les plus adéquats. Ainsib&sanes immatures 400 dd sont celles qui
présentent les teneurs en polyphénols totaux etneidon les plus stables au cours du temps
(essentiel pour le stockage) mais aussi les plnsémuentes proportionnellement a leur poids.

Un autre aspect intéressant de cette thése conleeyrmpeocédés d’extraction utilisés. En effet, les
rendements quantitatifs obtenus a partir de ceségés innovants sont bien inférieurs a ceux de
'extraction par solvants au Soxhlet; le soxhlené une piece de verrerie utilisée en chimie
analytique et en chimie organique afin de fairatiaction par solvant continue d'une espece
chimique contenue dans une poudre solide. Toutefais technologies dépourvues de solvants
organiques et pouvant étre réalisées sous videeldipenser que les rendements, du point de vue
qualitatif, seraient supérieurs dus principalengelat non dénaturation géenérée par 'usage desforte
températures pendant des temps relativement lamgdes molécules relativement sensibles a la

chaleur et a I'oxydation. C’est dans cette meswré serait pertinent de valider quantitativement,
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certes, mais aussi qualitativement les procédésflah détente et d’extraction en fluide
supercritique soit par une évaluation de l'actidéédiovasculaire sur aorte cardiaque soit par une
évaluation de la protection anti-ulcéreuse sur resd@animaux. L'évaluation de ['activité
antioxydante, représente également une analysdtajwal simple et ouvre a une nouvelle
perspective de travail. Cette analyse permettréfitkcévement de corréler les propriétés
antioxydantes aux teneurs en polyphénols et actneposés aux propriétés antioxydantes.

Il semble également pertinent de pouvoir utilises dechniques d’hydrolyse enzymatique afin de
s’affranchir des contraintes liées a la gélatimsade 'amidon. En effet, il a été observé que la

gélatinisation de I'amidon était un facteur limitanla libération/extraction des polyphénols totaux

Je finirai cette conclusion en soulignant une fidésplus I'objectif triple ou plutdt les objectifs
divers et communs de ce travail de recherche gori& sur la banane Cavendish.

Nous avons souhaité a travers cette thése valaxidarfois les déchets (peaux) et les écarts de
triages (bananes qualifiées non conformes car asiraou principalement trop immatures pour
étre commercialisées et en général, issues des inédnieures des régimes de bananes).

Nous avons également souhaité caractériser lenbar@avendish FWI (et plus particulierement
les bananes Cavendish de la Guadeloupe) dans didbjge contribuera une cartographie/
labellisation AOC pour les critéres nutritionnels.

Un ultime objectif a été, a travers le ciblage daldoules bien spécifiques soit en raison de leurs
fortes teneurs (dopamine) ou de leur unicité i(sikoside 1V), I'étude de leurs effets préventifs
dans des activités anti-ulceres (polyphénols eblstéylycosylés) et/ou cardiovasculaires et plus
particulierement dans étude menée sur des toturbardnes en comparaison au référent dopamine

pour I'évaluation de I'activité cardio-vasculaire.
Ces travaux ont permis d’aborder les thématiquegimaasculaires et anti-ulcéreuses, les effets

santé de la banane en particulier dans des comslitle pathologies afin de démontrer l'intérét de
ce fruit pour la santé humaine tant sur le plameaiitaire que pharmaceutique.
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