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Introduction générale

Depuis toujours la pomme est considérée comme un aliment aux vertus thérapeutiques. La
pomme est I’'un des fruits le plus consommé mondialement avec une production mondiale
de 66 millions de tonnes (FAO 2010) et une production nationale de I’ordre de 124,1 gx/ha
(MADR 2016).

La pomme est souvent mise en avant, notamment pour ses nombreux effets tels que la
diminution du risque de cancer, des maladies cardiovasculaires, de I’asthme et du diabéte
grace aux différents constituants entre autres les composés polyphénoliques qui sont
considérés comme les molécules actives de la pomme (Boyer et al., 2004). Ainsi de tres
nombreuses études épidémiologiques et scientifiques traitent des polyphénols de la pomme

et leur impact sur la santé.

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents dans tous les fruits et Iégumes.
Ces métabolites interviennent également dans la couleur et dans le potentiel aromatique
des fruits (Herrero et al. 1999; Song et al. 2007). Ces composés sont utilis€és comme des
agents préventifs anti-inflammatoire, antimicrobien, antiseptique, anticarcinogene, mais
essentiellement antioxydants qui défendent contre le stress oxydant. (Bourgaudet al., 2001;

Kar, 2007).

Le stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entreles
oxydants et les antioxydants en faveur des premiers (Powerset al., 2010). Pour lutter contre
les effets déléteres de ces radicaux libres, notre organisme possede des systemes de défense
il y en a ceux qui sont endogeénes impliquant des enzymes détoxifiantes (super
oxydedismutase, glutathion peroxydase, catalase, etc.) et ceux qui sont exogenes obtenus a

partir de notre alimentation (Pan et al., 2008).

Pour cela notre travail a pour objectif de mettre en avant I’effet de la lyophilisation et de la
température de conservation de la pomme sur l"activité antioxydante des composés
phénoliques. L’efficacité¢ de 1’extraction qui est dépendante des conditions du process et
notamment des parameétres de température, du ratio liquide/solide, du débit de solvant, de
la taille des particules et les solvants utilisés pour 1’extraction des polyphénols sont divers :
I’eau ou les mélanges aqueux, acidifiés ou non, I’éthanol, le méthanol, 1’acétone, autres

solvants organiques et/ou chlorés.
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Les inconvénients liés a I’extraction par solvant sont des temps d’extraction souvent longs,
la nécessité de grands volumes de solvant et I'utilisation de températures élevées qui tout
en favorisant les cinétiques d’extraction peuvent néanmoins conduire a la décomposition

des molécules actives (thermosensibles).

Ce document est concrétis€ en trois parties: Une revue bibliographique décrivant la
pomme, ses différents composés phénoliques et flavoniques ainsi que D’effet de la

température sur ces Compos€s.

La deuxiéme partie présente le matériel et la méthodologie d’étude moyennant les
protocoles d’extraction des polyphénols totaux, des différentes fractions flavoniques, leurs
dosages, leurs indices d'inhibition (activité antioxydante) ainsi que 1’explication des

parametres de 1"étude.

La troisieme partie consiste a présenter les différents résultats obtenus et leurs

interprétations.

Nous terminons enfin par une conclusion et des perspectives a cette contribution.



ChapitreI :
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Chapitre I Revue bibliographique

1. La pomme

1. 1. Origines

Le pommier serait apparu il y a quatre-vingt millions d’années. L'homme du néolithique
des plateaux d'Anatolie est ainsi le premier a apprécier son fruit

(http://www.lapomme.org/).

Au Vle siecle av. J.-C., les Romains connaissaient 37 variétés de pommes, ce qui s’avere
étre considérable pour I'époque. Ils ont contribué a la propagation de la pomme en
Angleterre ainsi qu'a travers le reste de I’Europe. Théophraste distinguait six variétés de
pommes qu’il évoqua sous le terme flatteur de « beaux fruits » : « les agrestes ou sauvages,
les printanieres ou précoces, les sérotines ou tardives, les mélimeles ou douces, les

épirotiques venues de 'Epire et enfin les urbaines ou cultivées ».

C’est au XIXe siecle que la pomme connait un essor important et se multiplie sous forme
de variétés toujours plus savoureuses et mieux adaptées a une large diffusion. Ce sont alors
527 variétés bien différenciées que le grand pépiniériste André Leroy décrit, a 1'époque,

dans son dictionnaire.

Fruit de nombreux croisements et évolutions, la pomme peut aujourd’hui se vanter
d’exister sous des milliers de variétés réparties a travers le monde. Ce sont au total 11 324
variétés qui sont recensées aujourd'hui(http://pomologie.com/pommel/datapom/), en
prenant en compte les anciennes variétés comme les plus récentes qui portent encore des
numéros dans des laboratoires expérimentaux. En ne considérant que les types domestica
qui ont un intérét pomologique et seulement les variétés qu’il est possible de se procurer

aupres d’organismes officiels, ce nombre atteint tout de méme 9 541 variétés.
1.2. Etymologie

L'histoire des mots confirme que la pomme fut le premier fruit adopté par I'homme. Dans
les langues romaines, germaniques et celtiques, c’est en effet presque toujours un terme

désignant le fruit en général qui s’est progressivement imposé pour désigner la pomme.


http://www.lapomme.org/

Ainsi, en frangais le mot « pomme » provient du latin « pomum», c'est-a-dire le terme qui
servait a désigner tous les fruits. En latin, la pomme est appelée « malum » (qui a donné

mela en Italien ou mar en Roumain).

Le terme « pomum» a progressivement remplacé «malum» au sens de « pomme » dans le
latin médiéval car la pomme demeurait le fuit par excellence. Il a néanmoins conservé un
double sens trés longtemps, en désignant a la fois la pomme stricto sensu et n’importe quel
fruit plus ou moins rond ; pomme de grenade (qui en traversant la Manche, deviendra

Pomegranate), pomme de terre, pomme de pin.

En dehors de 1'Europe romane, la pomme avait un nom indo-européen, abol, qui a donné
les formes germaniques appel en gotique, appel en vieux saxon et en Néerlandais, apple en
Anglais et en Suédois, apfel en Allemand, aeble en Danois. En Celtique ancien, la pomme
se disait abalo et le pommier aballo qui a donné en Gaulois auallo ou avallo (pommier),
en vieil irlandais aball (pommier), en vieux gallois afal (pomme) et en breton
aval(pomme). En Afrique francophone, le mot « pomme » désigne la pomme de terre. La

pomme est quant a elle désignée sous le terme de «pomme-fruit » ou « pomme de France».
1.3. Description du fruit

La pomme compte parmi les fruits de climat tempéré les plus répandus. C'est du point de
vue botanique un piridion (c'est-a-dire un fruit portant une rosette sur le bas, et un
pédoncule marqué). C'est un fruit arrondi, de forme quasi sphérique, de 10 a 15 cm de
diametre environ, et de couleur différente selon les variétés (Fig.1) et les conditions de
végétation. Sa couleur a maturité s’étend du vert « pomme » au rouge plus ou moins foncé
en passant par une grande diversité d'intermédiaires vert pale, jaune, orangé ou de couleurs

plus ou moins panachées (http://tous-les-fruits.com/fruit-320.html).

1

Pomme d'api Pomme pigeonnet Pomme bougie

Figure 1 : Variétés anciennes de pommes aux formes particulieres



1.4. Culture

Le pommier, Malus communis est un arbre fruitier de la famille des Rosacées extrémement
répandu dans toutes les zones tempérées du monde. C'est un arbre a feuillage caduc
pouvant atteindre plus d'une dizaine de métres de hauteur, trés résistant au froid, et qui a
d'ailleurs besoin d'une période de froid hivernal suffisante pour démarrer et fleurir 1'année
suivante. Cependant, comme beaucoup d'arbres fruitiers des pays tempérés, c'est un arbre
dont la floraison printaniere de couleur blanche a blanc-rosé reste sensible aux gels

printaniers, méme légers (http://www.croqueurs-de-pommes.asso.fr).

Malus communis débute la phase de production a la fin du printemps. Le processus de
reproduction commence par la pollinisation. Le grain de pollen fusionne avec le stigmate et
développe un tube pour que le noyau male atteigne I’ovaire. A partir de ce moment, on

distingue trois étapes qui vont aboutir a la formation du fruit (Baron et al., 2007).

La premiere phase (phase de mérésis) correspond a la multiplication cellulaire, la
diversification tissulaire et a I’accumulation des métabolites secondaires tels les
polyphénols et les acides organiques. La deuxiéme phase (phase d’auxésis) correspond a
I’expansion tissulaire caractérisée par 1’arrét progressif de la multiplication cellulaire au
profit d’un grandissement cellulaire qui s’accompagne de I’accumulation des substances de
réserves (amidon) et de la synthése des composés pariétaux. La troisieme phase correspond
a la maturation. Des changements biochimiques (crise climatérique) vont donner au fruit
ses caractéristiques organoleptiques (arome, couleur, texture...). Le fruit devient mir a 140
- 170 jours apres la nouaison. A ce stade le fruit est divisé en trois zones: la peau, la chair

et le coeur (Fig.2).

Pépins / graines

Epicarpe / épiderme / peau

Mésocarpe / pulpe / chair

Endocarpe / coeur

Figure 2 : Coupe transversale de pomme
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1.5. Production et consommation

1.5.1. Production mondiale :

La production mondiale de pomme en 2007 a été évaluée a 66 millions de tonnes environ.
La Chine et les Etats-Unis en sont les principaux producteurs (FAO, 2013). L’Union
Européenne produit 15 millions de tonnes de pommes par an. La France est au sixiéme

rang mondial avec une production de 2,43 millions de tonnes en 2007 (FAO, 2013) (Fig.3).
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Figure 3: Production mondiale de la pomme (FAO - 2013)

1.5.2. Production en Algérie:
L’ Algérie est classée au 27eme rang de la production mondiale de la pomme (Tableau 1).

Le rendement de la production nationale en 2016 (MADRE) a été estimé a 124,1 qx/ha, ce

rendement est réparti sur le territoire national mis a part les régions du sud.

Les wilayas qui ont une grande production sont: Batna avec 900.000 gx; Blida avec

447.608 gx ; Médéa avec 268.688 gx et Djelfa avec 222 560 gx.



Tableau 1: Classement de I'Algérie dans la production mondiale de la pomme (FAO)

Classement Pays Données I'in?g:;g;nn
21 Maroc 583046 2013
22 = Hongrie 552400 2013
23 = Espagne 546400 2013
24 = Egypte 546164 2013
25 w Corée du Sud 493701 2013
26 i1 Roumanie 493405 2013
27 B Algérie 455937 2013
28 @@ Nouvelle-Zélande 438952 2013

2. Composition chimique

En régle générale, les pommes a maturité se composent d'environ 85,00% d'eau, 12,00 -
14,00% de glucides, 0,30 — 1,00% d’acide organique, 0,30% de protéines, une quantité
quasi négligeable de lipides (< 0,10%), des minéraux et des vitamines (Moreiras Tuni et

al., 2004).

La variation de composition biochimique est liée principalement a la variété, a la maturité

et aux conditions agronomiques et pédo-climatiques.
2.1. Hydrates de carbone

En général, les hydrates de carbone sont classés en trois groupes : les monosaccharides, les
oligosaccharides et les polysaccharides. Les monosaccharides comprennent les pentoses
(I'arabinose et la xylose) et les hexoses (glucose, fructose, rhamnose, fucose, mannose et
galactose). Les monosaccharides principaux des pommes sont le glucose et le fructose. Les

polysaccharides de la pomme comprennent I'amidon et ceux de la paroi cellulaire.

L’amidon (composé d'amylose et d'amylopectine, deux polymeéres de glucose) s’accumule

pendant I’auxeése puis régresse.



Il est présent en tres faible quantité ou totalement absent dans la pomme a maturité. Les

polysaccharides pariétaux regroupent la cellulose, des hémicelluloses et des pectines.

Les fibres sont solubles ou non solubles dans ’eau. Le role des fibres dans la santé
humaine est principalement de protéger contre la maladie, par exemple, les maladies du
tractus gastro-intestinal, des maladies liées a la circulation et des maladies métaboliques

(Saura-Calixto, 1987).
2.2. Acides organiques

L’acide malique est ’acide organique le plus abondant (0,3-1,0 %) dans la pomme. Il est
suivi par I’acide citrique (1000 fois moins abondant). La quantité d’acides organiques
présente peut varier considérablement en raison de la variété, de la maturité, et des

conditions environnementales durant la croissance et de stockage (Ackermann et al.,

1992).
2.3. Vitamines

Dans la pomme, ’acide L-ascorbique (vitamine C) est essentiellement localisée au niveau
de la peau et ne se trouve pas en abondance (4,6 mg/100 g de pomme). Il existe d’autres
vitamines dont la nature et la teneur sont résumées dans le tableau 1.2. La vitamine C joue
le role d’antioxydant. Un antioxydant est un composé qui, par réaction avec les radicaux
libres générés par le métabolisme oxydatif en limite les effets néfastes. (Mohammad F.

Turk, 2010).
2.4. Oligoéléments

Les oligoéléments comme le fer (Fe), le cuivre (Cu) sont essentiels pour le fonctionnement
de certaines enzymes. Par exemple, le cuivre est essentiel pour le fonctionnement de la
polyphénol oxydase (PPO) qui est responsable de I’oxydation des composés phénoliques
en présence d’oxygene. Le calcium (Ca) est un régulateur intracellulaire et un cofacteur
(substance dont la présence est nécessaire en plus d'une enzyme pour qu'une certaine
réaction se déroule) pour certaines enzymes. Le phosphore est un élément essentiel pour la
cellule car il intervient dans la synthese de ’ATP, de ’ADN et de I’ARN. Le magnésium
(Mg) est connu pour intervenir dans au moins 300 réactions enzymatiques. Le potassium

(K) est I’ion le plus abondant de la cellule.



Sa forte concentration intracellulaire est régulée par la membrane cellulaire par le biais de
la pompe sodium-potassium. Le sodium est l’ion prédominant dans le milieu

extracellulaire. (Mohammad F. Turk, 2010).
3. Les Polyphénols de la pomme

Le terme « polyphénols » est devenu pour un grand nombre de personnes un mot
sensationnel auquel sont associés de nombreux pouvoirs thérapeutiques. En effet, ce terme

est utilisé a tort et a travers dans le langage courant mais aussi dans le monde scientifique.

Cependant, le terme « polyphénols » devrait normalement étre réservé aux molécules
comportant plusieurs fonctions phénols, ce qui exclut les composés mono-phénoliques
pourtant trés abondants chez les végétaux. On préférera donc utiliser le terme « composés

phénoliques » qui regroupe toute molécule comportant au moins une fonction phénol.

On connait actuellement plusieurs milliers de composés phénoliques d'origine végétale. Ils
ont des structures trés diverses mais présentent toujours au moins un cycle benzénique

portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles.

De ce fait, on estime le nombre de composés phénoliques a plus d'un million car en plus de
présenter plusieurs familles en fonction du noyau, on les retrouve toujours sous forme de

glycosides dont la nature et le nombre de sucres peuvent varier.

Les composés phénoliques sont ainsi regroupés en plusieurs classes distinctes selon la
complexité du squelette de base, le degré de modification de ce squelette (oxydation,
hydroxylation, méthylation, etc.) et enfin selon les liaisons possibles de ce squelette de
base a des molécules diverses et variées (glucides, lipides, protéines, etc.) (Macheix et al.,

2005); (Sakakibara et al., 2003).

Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés par les végétaux. Bien que de
nombreuses hypotheses aient été formulées, leur role physiologique reste assez obscur. Ils
sont impliqués dans les mécanismes luttant contre le stress oxydatif, les radiations

ultraviolettes, les infections par des microorganismes, etc. (De Rijkeetal.,2006).

Dans les cellules, ils sont localisés dans des vacuoles intracellulaires ou les parois
cellulaires mais jamais dans le cytoplasme. Cette répartition a des conséquences sur leur

analyse et leur extraction (Antolovich et al.,2000).



Depuis une vingtaine d’années, I’identification et la quantification des composés
phénoliques de la pomme se sont intensifiées suite a I’intérét croissant que suscitent ces
molécules. Par conséquent, la littérature fournit de trés nombreuses données, mais leur

comparaison reste difficile car les techniques de quantification varient énormément.

De plus, les parametres agronomiques (variété, maturité, conditions de culture, etc.) ainsi
que le matériel d’étude (fruit frais, pelures, cortex, pépins, jus commercial ou fait maison,

trouble ou filtré) contribuent a la diversité des mesures.

Les polyphénols de la pomme sont classés en deux grandes catégories : les acides phénols

et les flavonoides.

3.1. Classification des polyphénols de la pomme

3.1.1 Acides phénoliques

Appelés aussi acides hydrox cinnamiques ces derniers ne sont pas présents dans leur état
«acide libre» dans les pommes, mais sous une forme estérifiée, le plus souvent par de
I’acide quinique (Fig.4). L’acide caféoylquinique est I’acide hydroxycinnamique (5-CQA)

le plus abondant dans la pomme.

En moindre concentration, la pomme contient également des quantités significatives

d’acide 5°- para-coumaroylquinique (p-CQ). (Macheix et al., 2005);

A o
R 6 S 4 -':n.\_\_‘_‘__.!.l'l
, :
U\ Z H‘cr_ OH
HO™Te 9 ) ﬂf-:"?’['-‘c:'ocnﬁ
o, /) #B
4de _\. [:-'
H

Acide hydroxycinnamique
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Figure 4: Les acides hydroxycinnamiques



3.1.2. Flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires appartenant a la famille

des polyphénols largement répandue dans le regne végétal.

Elle compte a elle seule plusieurs milliers de molécules réparties en plus de 10 classes. En
2000, plus de 6400 structures étaient identifiées (Harborne JB etal., 2000) (Lawson AM
2006). Les flavonoides sont considérés comme des pigments quasi universels des
végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs et des fruits (Ghestem et

al.,2001).

On les trouve d'une maniere trés générale dans toutes les plantes vasculaires ot ils peuvent
étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, cuticule foliaire et dans les cellules

épidermiques des feuilles (Marfak, 2003 ; Hadi, 2004).
3.1.2.1 Découverte des flavonoides

De nos jours, plus de 4000 flavonoides ont été identifiés et isolés a partir des milliers des

especes végétales (Forkmann et al., 2001 ;Yanez et al.,2007).

L’intérét nutritionnel pour les flavonoides, date de la découverte de la vitamine C a la suite
des travaux de Szent Gyorgyi (prix Nobel, 1937) (Marfak, 2003), qui a constaté que les
symptomes hémorragiques du scorbut liés a la fragilit¢ ou I’hyperperméabilité des
vaisseaux, étaient guéris par des extraits de paprika ou de jus de citron riche en vitamine C

et des flavonoides (Marfak, 2003 ; Hadi, 2004).

Alors que I’acide ascorbique seul est inefficace, les analyses chimiques ont montré que la
fraction active était de nature flavonique (Hadi, 2004). Cette action des flavonoides sur la
perméabilité vasculaire a été appelée propriété vitaminique p (p étant la premiere lettre du

mot perméabilité) (Marfak, 2003 ; Hadi, 2004).
3.1.2.2 Biosynthese des flavonoides
En général, tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune.

Leur structure 1,3-diphénylpropane a 15 carbones résulte de la condensation de 3 unités C2
(3 malonyl-CoA), qui forment le noyau A, et d'un acide cinnamique activé, qui forme le

noyau B et la chaine propanique.



Cette condensation est catalysée par la chalcone synthétase, enzyme clé de la formation des

flavonoides qui conduit au précurseur « chalcone » (Lawson AM 2006).

Selon (Lister et al;1998), les enzymes participant a la synthése des flavonoides sont

classées en trois catégories:

A. les enzymes impliquées dans la synthese des précurseurs telles que la phénylalanine
ammonialyase (PAL);

B. les enzymes impliquées dans la synthése des différentes classes de flavonoides telles
que la chalcone isomérase (CHI);

C. les enzymes responsables des modifications des flavonoides telles que la

glycosyltranférase(UFGT).

La PAL catalyse la réaction de déamination de la L-phénylalanine formant 1’acide
transcinnamique et I’ammoniac. Cet acide trans-cinnamique est ensuite modifié en acide p-

coumaroyl- CoA, précurseur des flavonoides.

L’¢étape centrale de la syntheése des flavonoides est la condensation de trois molécules
demalonyl-CoA avec une molécule d’acide p-coumaroyl-CoA qui résulte en une chalcone
intermédiaire a 15 carbones appelée naringenin-chalcone (retrouvée notamment dans les

tomates (Arabbi et al.,2004).Cette réaction est catalysée par la chalcone synthétase (CHS).

Une transformation par I’action stéréospécifique de la chalcone isomérase (CHI) produit la

(2S)-flavanone (naringenin).

Cette réaction est commune a toutes les voies de synthese des flavonoides. Enfin, la

glucosyltransférase catalyse la réaction de glycosylation sur le cycle B.
3.1.2.3. Structure chimique et classification

Le terme flavonoide regroupe une large gamme de composés naturels polyphénoliques
présentant un squelette carboné commun en C6-C3-C6 (squelette diphénylpropane). Les
deux cycles aromatiques définissent les noyaux A et B. L'hétérocycle central, quand il est

présent, est nommé C (Fig.5).



Figure 5: Squelette carboné des flavonoides

On distingue différents noyaux qui permettent de les classer (Fig.6) : flavones, flavonols,
flavanones, flavanonols, flavanes, chalcones, etc. (Lawson 2006, Stéphane 2005;Hertog et

al., 1992).

OH ©
R=H : flavones R=H : flavanones
R=0H : flavonols R=OH : flavanonols chalcones

R=H : flavanes anthocyanines
R=OH : flavan-3-ols (cation flavylium)

aurones

Figure 6: Différentes structures de noyaux de flavonoides

Trois familles de flavonoides, basées sur leur niveau d'oxydation différent du cycle C, sont
représentées dans la pomme: les flavan-3-ols comprenant les formes monomeres
(catéchines) et les formes polymeres (proanthocyanidines ou tanins condensés), les

dihydrochalcones et les flavonol.
» Flavan-3-ols

Les flavan-3-ols constituent la seule classe de flavonoides présente dans les végétaux sous
leur forme aglycone. Le squelette de 1'unité de base est représenté par le noyau flavane.
C’est une famille trés vaste (11 sous-classes). On distingue les formes monomeéres de

flavan-3-ols et polymeéres ou pro anthocyanidines.



Les flavan-3-ols monomeres (Fig.7) constituent la seconde grande classe de polyphénols

dans les pommes de table apres les acides hydroxycinnamiques.

Ils sont représentés uniquement par la (+)-catéchine (CAT) et la (-)-épicatéchine (EC),
cette dernieére étant toujours largement prédominante dans les pommes (Escarpa et al.,

1998 ; Guyot et al., 1998 ; Podsedek et al., 2000).

Les flavan-3-ols polymeres ou pro anthocyanidines sont classées en plusieurs sous-classes.

Ces produits de condensation sont aussi parfois appelés tanins condensés.

Dans la pomme, la seule sous-classe des procyanidines est constituée d'unités (+)-catéchine
et/ou (-)-épicatéchine (Fulcrand etal., 1998 ; Guyot et al., 1998 ; Sanoner et al., 1998). Le
nombre d’unités catéchines constituant les proanthocyanidines est appelé degré de
polymérisation (DP). Un mélange de proanthocyanidines contenant une distribution de
molécules avec des DP différents est caractérisé par son degré moyen de polymérisation

(DPn).

D’apres la littérature, la pomme contient principalement des procyanidines oligomeres.
Des dimeres et des triméres ont ainsi été isolés de la pomme par chromatographie (Escarpa

etal., 1998 ; Foo et al., 1999 ; Podsedek etal., 2000).

L’analyse des produits de dépolymérisation par hydrolyse acide des procyanidines de la

pomme (Guyot et al., 1998) montre I’existence de DPnqui varie.
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Figure 7: Les catéchines
» Dihydrochalcones

Les dihydrochalcones constituent une classe de flavonoides spécifique des pommes.
L’aglycone des dihydrochalcones est la phlorétine que 1'on retrouve uniquement sous

formehétérosidique dans la pomme (Fig.8): La phloridzine (PLZ ; glucoside de phlorétine)



et le xyloglucoside de phlorétine (XPLT) sont les glycosides les plus largement décrits
dans lalittérature (Amiot et al., 1992 ; Lu et al., 1997 ; Guyot et al., 1998 ; Podsedek et al.,
2000).Cette famille est particulierement concentrée dans les pépins. Elles peuvent ainsi y
représenter plus de 3 g/kg, soit 66 % des composés phénoliques présents (Guyot et al.,

1998).
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Figure 8: Les dihydrochalcones
> Flavonols

Les flavonols sont des flavonoides qui possedent une double liaison entre les carbones 2 et
3, une fonction hydroxyle en position 3 et une fonction cétone en position 4 (Fig. 9). IIs se
différencient des flavones qui ne posseédent pas de groupement hydroxyle. Il ne faut pas
non plus les confondre avec les flavanonols qui présentent une liaison saturée entre les

carbones 2 et 3 de ce méme cycle C.

Les flavonols sont tres répandus dans les fruits de nombreuses especes végétales (Macheix
et al., 1990). IIs sont en partie responsables de la couleur jaune de 1'épiderme de certaines

variétés de pommes (Teuber et al., 1978).

Ils existent essentiellement sous forme glycosylés (Fig. 9). Dans la pomme, ce sont les
dérivés 3-O-glycosylés du quercétol prenant les noms indiqués entre parenthese lorsqu’ils
sont associés aux sucres suivants: galactose (HYP; hyperoside), glucose (iQCI ;
isoquercitrine), rhamnose (QCI ; quercitrine), xylose (REY ; reynoutrine), arabinose (AVI ;

avicularine) et rutinose (RUT ; rutine) (Teuber et al., 1978 ; Oleszek et al., 1988).
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Figure 9: Les flavonols
» Les Anthocyanes

Les anthocyanines, ou anthocyanes, sont des flavonoides dont le cycle C est entierement

conjugué et possede une fonction hydroxyle en position 3 (Fig.10).

Figure 10: Noyau des anthocyanines

Le noyau des anthocyanines est responsable de la coloration de la majorité des fruits dans
lesquels seuls des glycosides sont présents et sont appelés anthocyanidines. On en trouve
de couleur orange, rouge, violet et méme bleu. La couleur d'une méme molécule peut
varier selon le pH qui en modifie la conformation (Fig.11) (Sadilova 2007) (Macheix

2005).
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Figure 11 : Variation de la couleur des anthocyanines avec le pH (Macheix et al., 2005)



3.2. Propriétés biologiques des polyphénols

3.2.1. Propriétés antioxydantes

Les propriétés antioxydantes associées a une plante sont généralement liées a la présence
de composés phénoliques tels que les acides phénoliques et les flavonoides. Le principe de
I’activité antioxydante est basé sur la disponibilité des électrons a neutraliser les radicaux
libres. La plupart des fruits ont une capacité antioxydante (Wang 1996) et notamment une

capacité a inhiber les radicaux libres (Omata et al., 2010, Ojeil et al.,2010).

Les pommes ont la deuxieme plus forte activité antioxydante derriere les canneberges
(cranberries). Cette activité est due aux composés phénoliques qui sont de puissants

antioxydants. Cet effet est souvent considéré comme la cause majeure de leurs bénéfiques.

En effet, les maladies cardiovasculaires et le cancer sont tous deux considérés comme étant
le résultat d’un stress oxydatif (Boyer et al., 2004). Les polyphénols possedent d'autres

propriétés biologiques :

o Propriétés antibactériennes
o Propriétés antifungique

o Propriétés anti-inflammatoires
3.3. Effet de la température de stockage sur les polyphénols et ’activité antioxydante

I1 est bien connu que le stockage des fruits et des Iégumes a basse température a 4°C, apres
la récolte jusqu'a la consommation est un moyen efficace pour préserver la qualité et la
valeur nutritionnelle, y compris pour des stockages prolongés de 4 a 12 mois (Golding et
al.,2001, MacLean et al., 2006, Van der Sluis et al., 2001), car les activités anti-oxydantes
ainsi que le taux en polyphénols augmentent pendant le premier mois de stockage puis
déclinent par la suite. Ceci a été déterminé par (Sacchetti et al., 2008) en comparant sept

variétés de pommes fraiches ou en purée.

D’autre part, les polyphénols sont stables lors de la congélation. Il n’y a pas de pertes en
polyphénols totaux ni a la congélation ni durant le stockage de jus de framboise (De
Ancosetal.,2000). Un stockage a -15 °C n’affecte pas non plus la capacité anti-oxydante de
fruits tels que les pommes, les fraises, les poires et les figues sur 90 jours (Jeusti Bof et

al.,2012).



Chapitre 11 :
MATERIELS ET METHODES



Chapitre 11 Matériel et méthodes

1. Matériels:

1.1.Matériel végétal:

Le matériel végétal choisi est la pomme Golden Delicious, un cultivar de pommier
domestique. Cette pomme de table, de couleur jaune-vert clair (Fig.12) en provenance de
I'TTAF (Institut Technique de 1'Arboriculture Fruitiere et de la Vigne). Ces dernieres ont
été conservées a deux températures différentes, un lot a étéconservéa-20°C et ’autre a 4°C

et ces 2 lots ont été partagés en deux ; une partie a subi une lyophilisation et I'autre non.

Figure 12: Pomme Golden Delicious

1.2. Matériel non biologique:

e Les produits chimiques:

Produits Firme
e Ethanol e Sigma -aldriche
e Methanol e Sigma -aldriche
e Acetatediethil e Biochem
e FEther de pétrole e Biochem
e N butanole e Biochem
e Diethilether e Biochem




Appareils de laboratoire:

Matériels Marque
e Lyophilisateur Christ Alpha 1-2
e Rota vapeur BuchiR-210
e Spectrophotometre ChimadzuUV-1601

Moulin a café

Moulinex

2.

2.1. Préparation des échantillons

La récolte de pomme Golden Delicious a été faite au début de I’hiver au sein de 'ITAF. A
leur arrivée les pommes avaient un poids initial de 04 Kg avec une moyenne de
173+20g chacune; ces dernieéres ont été lavées puis divisées en 2 lots : 1'un stocké en
chambre froide a 4°C, afin d’éviter que les pommes ne flétrissent en se déshydratant et

l'autre lot stocké a -20°C pendant 4 mois.

Ensuite chaque lot de pomme a été épluché a 1’aide d'un économe. Les écorces de chaque
lot ont été divisées en deux : une partie a été lyophilisée et l'autre non. Les écorces

lyophilisées sont broyés dans un moulin un café (Moulinex, France) pour obtenir une

Méthodes:

poudre (Fig. 13).

Figure 13 : A: Pelure de pomme non lyophilisée conservée a 4 et -20°

B: Pelure lyophilisée conservée a 4 et -20°




2.2. Principe de la lyophilisation

N

La lyophilisation consiste a extraire l'eau contenue dans les substances organiques ou
minérales par interaction des techniques du vide et du froid. Le produit, préalablement
congelé a basse température, est placé dans une enceinte sous vide (Fig.14). L'abaissement
de la pression au deca du point d'équilibre (point triple) sur la courbe de tension de vapeur
de I'eau entraine une sublimation de la glace, c'est-a-dire que 1'eau a I'état de glace s'élimine

sous forme de vapeur sans passer par 1'état liquide (Franks 1998).

Figure 14 : Appareil de lyophilisation Alfa 1-2
2.3. Extraction des composés phénoliques et des flavonoides

Les composés phénoliques et flavonoides ont été extraits a partir des écorces de pommes
non lyophilisés et des écorces lyophilisés (poudre) ; dans les deux cas les pommes ont été

conservées a -20°C, et a 4°C par deux méthodes différentes :

e Extraction par macération dans le méthanol aqueux,
e Extraction avec de I’eau chaude (Décoction). Cette méthode d'extraction est préconisée

en médecine traditionnelle.



2.3.1. Extraction des polyphénols totaux par décoction

Principe

La décoction (extraction solide-liquide) est une opération qui consiste a laisser séjourner la
matiere végétale dans 1’eau bouillante pour extraire les principes actifs (composés

phénoliques et flavonoides).

La méthode d'extraction a été réalisée selon le protocole décrit par KON KON et al. (2006)

avec quelques modifications. Le mode opératoire suivi a ét€ comme suite :
Mode opératoire

A 10g du matériel végétal de chaque lot sont ajoutes200 ml d'eau distillée. L’ensemble est
par la suite agité manuellement et chauffer au bain marie a 100°C, pendant 30 min. le
mélange est refroidi a température ambiante puis filtrer sur du papier Watmann®l.
L'opération a été répétée trois fois. Les trois filtrats obtenus sont placés dans un seul

récipient.

2.3.2. Extraction des polyphénols totaux par macération dans I’éthanol aqueux

Principe

La macération (extraction solide-liquide) est une opération qui consiste a laisser séjourner
la maticre végétale dans 1'éthanol aqueux pour extraire les principes actifs (composés

phénoliques et flavonoides).
Mode opératoire

Le protocole de la macération été effectuée selon le protocole décrit par Hamia et al.

(2014), avec quelques modifications (Fig.15).

Dans un bécher de 500 ml, 100 ml d'éthanol aqueux (70:30), préalablement chauffer
jusqu’a ébullition sont ajoutes 10 g de MV chaque lot; le tout est agit¢ de temps en

temps jusqu'a refroidissement ;

e Laisser macérer pendant 24 h, ensuite filtrer sur papier Wathman (n°:1) ;

e Répéter la procédure trois fois, Les 3 macéras hydro-alcoolique sont placés dans un
seul récipient.

e Evaporer le filtrat sous pression réduite a 60°C, puis récupérer 1’extrait dans Sml de

méthanol et conservé a 4°C.



10g d’écorces de
pommes

N
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100 ml d’éthanol (70°)|

v

Macération pendant 24h
(répétée 3 fois)

3Filtration

Evaporation a sec, sous pression
réduite a 60°C
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Récupérationdu résidu sec (Sml de méthanol)

!

Conservation a 4°C

Figure 15 : Protocole d’extraction des polyphénols totaux (Hamia et al. ,2014)

A la fin de chaque extraction on obtient 4 solutions différentes (Tableau2)

Tableau 2: Les différentes solutions obtenues apres chaque extraction

Solution éthalonique 1 | Pelures de pommes conservées a 4° C et non lyophilisées

Solution éthalonique 2 | Pelures de pommes conservées a 4° C lyophilisées

Solution éthalonique 3 | Pelures de pommes conservées a -20° C et non lyophilisées

Solution éthalonique 4 | Pelures de pommes conservées a -20° C lyophilisées




2.3. Mise en évidence des différents composés phénoliques

2.4.1. Mise en évidence des polyphénols totaux

Cette réaction a été réalisée pour la détection de ces molécules dans les différentes
solutions éthanoliques obtenues. A 1ml de solution, ajouter 1 a 2 gouttes de perchlorure

ferrique (FeCl 3) (BEKRO et al, 2007).

La présence des composés phénoliques dans les extraits est indiquée par 1’apparition de la

couleur verte noiratre.
2.4.2. Mise en évidence des flavonoides (Réaction a la cyanidine)

Cette réaction a été effectuée selon le protocole décrit par BEKRO et al(2007)en y

apportant quelques modifications :

Dans un tube a essai, plongé dans de 1'eau froide, mettre 2ml de chaque phase éthanolique
obtenue, en plus de 1’alcool chlorhydrique (4 ml éthanol + Iml HCI concentré). Ajouter 2

ou 3 morceaux de magnésium.

La présence des différents types des flavonoides dans les extraits est indiquée par

I’apparition d’une couleur Rose-orange ou violacée.

2.4.3 - Mise en évidence des tanins

La mise en évidence des tanins peut tre obtenue selon deux réactions :
e Réaction de Stiasny

Mettre2ml la solution éthanolique et lui ajouter le réactif de Stiasny (1Vd'HCL+2Vde
Formol a35%.

e Réaction de Bate Smith

N

Cette réaction consiste a faire introduire dans un tube a essais 1ml de la solution
éthanolique, puis ajouter 3 a 4 ml du de butanol chlorhydrique, porter au bain marie
a90°Cpendant 5-10 minutes. La présence de tanins dans les extraits est indiquée par

I’apparition d’une couleur Rouge et formation de flocons.



2.4.4. Mise en évidence des Anthocyanes

La caractérisation des anthocyanes repose sur le changement de couleur de l'extrait a

caractériser en fonction du pH.

e Préparer une gamme de pH dans 6 tubes contenant chacun Iml de solution pH (0, 2,

5,7,12 et 14)
e Ajouter dans chaque tube 1ml de la solution éthanolique.

La présence des Anthocyanes dans les extraits est indiquée par 1’apparition d’'une gamme
de couleur rouge, rose, violet, bleu, vert, jaune en fonction de la gamme pH de la

précédente.

2.5. Extraction des flavonoides (extraction liquide/liquide) (Fig. 16)
2.5.1. Affrontement par I’éther de pétrole:

Avant D’extraction des différents flavonoides, les différentes solutions éthanoliques
obtenues ont été débarrassées des cires, des lipides et de la chlorophylle par trois lavages

successifs avec 1’éther de pétrole (Kebieche et al, 2011).

D’apres Rihane et Benlahreche (2013), le protocole est comme suit avec quelques

modifications:

e Prendre 200 ml de chaque solution éthanolique, ajouter 66.60 ml d’éther de pétrole,
bien agiter puis transférer le tout dans une ampoule a décanter et laisser reposer le
mélange, aux moins 20 minutes jusqu'a 1’obtention de deux phases: une épiphase
organique ou éther de pétrole (phase supérieure) et une hypophase aqueuse (phase

inferieure);

e Récupérer la phase organique dans un récipient en verre ;
e Répéter la procédure trois fois ;

e La phase éther de pétrole est éliminée.
2.5.2. Extraction des différentes fractions flavoniques

Chaque solution aqueuse hypophase ainsi obtenue a été placée dans une ampoule a
décanter. Ensuite, elle a été soumise a un processus de séparation liquide-liquide avec des

solvants de polarité croissante éther diéthylique, acétate d’éthyle et n-butanol.



Selon la méthode décrite par (Trekiet al., 2009). Cette étape est caractérisée par la

spécificité et la polarité du solvant organique.
2.5.2.1. Affrontement par I’éther diéthylique

Cette phase a été réalisée avec I’éther diéthylique qui permet a extraire les aglycones
(composés simples tels que les acides phénols et les flavonoides). Dans ce cas, le mode

opératoire de cette phase est comme suit (Rihane et Benlahreche,2013):
e Ajouter 150 ml de la phase aqueuse a 50 ml d’éther di éthylique ;

e Bien agiter et laisser reposer le mélange au moins 20 minute jusqu'a 1’obtention dedeux
phases, une phase organique ou éther diéthylique (coté supérieur) et une phaseaqueuse

(coté inferieur) ;
e Répéter la procédure trois fois
e Evaporer la phase organique obtenue (T° = 60°C)

e Recueillir 'extrait par 5 ml de méthanol puis les conserver au frais dans des flacons

recouverts de papier aluminium
2.5.2.2. Affrontement par I’acétate d’éthyle

Cette phase a été réalisée par ’acétate d’éthyle. Elle a été effectuée selon le méme
protocole précédent et cette phase permet d’extraire les monoglycosides et partiellement

les diglycosides.

e Dans ce cas la phase aqueuse utilisée est celle qui a été obtenue a partir de la phase

étherdiéthylique.
e Laphase organique obtenue a été est évaporé au rotavapeur (T°= 60°C).

e Recueillir I’extrait par 5 ml de méthanol puis les conserver au frais dans des flacons

recouverts de papier aluminium.
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Figure 16 : Extraction des flavonoides (extraction liquide/liquide) (Original)



2.5.2.3. Affrontement par le n-butanol

Cette phase permet d’extraire le reste de di-glycoside et le tri-glycoside. Cette

manipulation a été effectuée selon le méme protocole précédent.

La phase aqueuse utilisée est celle qui a été obtenue a partir de la phase d’acétate d’éthyle
et la phase organique a été évaporée également au rotavapeur (T°=60°C) ; ensuite 1’extrait
a été récupéré dans 5 ml de méthanol et conservé au frais dans des flacons recouverts de

papier aluminium.

Donc les différents extraits secs de chaque phase (éthérée, acétate d'éthyle et butanolique)

ont été conservés dans 5 ml de méthanol au frais (4°C) jusqu’a utilisation.
2.6. Calcul des rendements des différentes fractions

Le rendement (R) des différentes fractions phénoliques est déterminé selon la formule

suivante.

R (%) = (P1-P2)/P3 x 100

P1 : poids du ballon apres évaporation ;
P2 : poids du ballon vide ;

P3 : poids de la matiere végétale de départ.

2.7. Dosage des phénols totaux

Principe

La teneur en phénols totaux des extraits a été déterminée par la méthode de Folin—
Ciocalteu. Ce dernier est constitué d'un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040)
et d'acide phosphomolybdique (H3PMO12040) ; lors de l'oxydation des phénols, il est
réduit en un mélange d'oxyde bleu de tungstene et de molybdene. La coloration est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans les extraits végétaux (Singleton

et al., 1965).



Mode opératoire

0,1 ml de I’extrait est mélangée avec 0,2 ml du réactif de Folin—Ciocalteu et 3ml d'eau
distillée, agiter pendant 6 minutes au vortex, ajouter au mélange 0,6 ml de carbonate de

sodium a 20% (Na2 CO3).

L’ensemble est incubé a température ambiante pendant 30 minutes et la lecture est
effectuée contre un blanc constitué de méthanol et de réactif de Folin—Ciocalteu a 1’aide
d’un spectrophotométre a 765 nm. Une gamme d'étalon est réalisée en parallele dans les
mémes conditions opératoires en utilisant 1'acide gallique dont la concentration initiale est

de 4 mg en 10 ml de I’eau distillée comme contrdle positif a différente concentration.

Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalent d’acide gallique par g de maticre

végétale et a été calculée selon la formule suivante :

(Polyphénol) = (CP.FD)/ME.VE.

CP: Concentration des polyphénols (mg/ml) détermine a partir de courbe étalon
FD: Facteur de dilution
ME: Masse de l'extrait

VE: Volume initial de la solution d’extrait

2.8. Dosage des flavonoides

Principe

La teneur en flavonoides des extraits a été déterminée en utilisant la méthode
colorimétrique au trichlorure d’aluminium (AICI3), ce dernier forme un complexe jaune

avec les flavonoides (Bahorun et al., 1996).
Mode opératoire

Iml de P’extrait a ét¢ mélangé avec 1ml d'une solution d’AlCI3a 2% (v/v). L’ensemble est
agité¢ a 1’aide d’un vortex puis incuber pendant 30 minutes et 1’absorbance a été mesurée a

430 nm contre un blanc constitué de méthanol et de réactif AICI3.

Une gamme étalon est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la quercétine comme controle positif a différentes concentrations

(0.012520.2mg/ml).



Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalent de catéchine par g de matiere

végétale.

2.9. Mesure de I’activité antioxydante

Principe

Le test antioxydant a été réalisé avec la méthode au DPPH aux différents extraits obtenus a
partir de chaque extraction que se soit pour les polyphénols totaux ou pour les différentes

fractions de flavonoides (Diethyléther,Acétate d’éthyle,et n butanol) (Brand et al.,1995).
Mode opératoire

0,1l de chaque solution éthanolique des extraits a différentes concentrations (car chaque
extrait a subi une série de dilution) sont ajoutés a 2 ml de la solution éthanolique du DPPH

(4 mg/ml).

Parallelement, un controle négatif est préparé en mélangeant 1 ml de méthanol avec 2 ml
de la solution éthanolique de DPPH. La lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc a

515nm apres 30 minutes d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide
ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons

et pour chaque concentration le test est répété deux fois.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%) selon 1’équation suivante :

1% = [(Abs controle — Abs test )/ Abs controle | x 100

Les valeurs de I’EC50 ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire.

L’¢étude de la variation de I’activité anti radicalaire en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration d’extrait nécessaire pour réduire 50% de
radical DPPH; c’est la concentration efficace a 50% (Ec50) aussi appelée 1c50
(concentration inhibitrice de 50%), elle est exprimée en mg/ml. Une faible valeur d’IC50

correspondant a une grande efficacité de I’extrait.



2.10. Analyse des données

Nous avons réalis€é une analyse de variance lorsque le probléme était de savoir si la
moyenne d’une variable quantitative (Pourcentage de 1’inhibition de 1’oxydation) variait
significativement selon les conditions de traitement. Dans les cas ou plusieurs facteurs sont
en jeu (deux températures différentes : 4°C et -20°C et la lyophilisation) nous avons utilisé
le mode¢le linéaire global (GLM) de I’analyse de la variance indiqué dans la suite des
programmes dans le logicien systat vers.12, pour connaitre explicitement 1’effet d’un
facteur indépendamment. L’analyse des interactions entre les facteurs a été prise en compte
pour évaluer les effets combinés sur I’inhibition de I’oxydation. La concentration des

solutions des extraits a ét€ considérée comme covariable.



Chapitre III :
RESULTATS ET DISCUSSION



Chapitre II1 Résultats et discussion

Résultats

1. Effet de la lyophilisation sur le poids des pelures de pomme

Dans notre étude certains échantillons de pomme "Golden Delicious" ont subi une
lyophilisation des pelures conservées a 4°C et des pelures conservées a -20°C pendant une
durée respective de quatre mois; la lyophilisation est une technique qui permet
I'élimination de l'eau contenue dans les échantillons préalablement congelés par
sublimation. Ensuite les échantillons ont été broyés. Les résultats obtenus apres
lyophilisation des pelures de pomme montrent que leurs poids a diminué del/4 de leurs
poids initial (Tableau3) et ceci s'explique par la perte d'eau grace a la technique de la

lyophilisation étant donné que les pelures de fruit sont riches en eau.

Tableau 3: Poids des échantillons avant et apres la lyophilisation

Pomme Golden Delicious | Poids avant lyophilisation Poids apres lyophilisation
Conservée a 4°C 23691 g 56,7 ¢
Conservée a -20°C 110,1 g 3221 ¢g

2. Préparation des extraits polyphénoliques de pommes "Golden Delicious'

2.1. Par décoction

La décoction (extraction solide-liquide) est une méthode d'extraction préconisée en
médecine traditionnelle. Elle consiste a faire introduire la matiére végétale dans de I'eau

bouillante; a la fin de la décoction on a obtenu quatre extraits aqueux (Tableau 4):

Tableau 4: Solution aqueuse obtenue par décoction

10 g de pelure de pomme Solution aqueuse
Pelures conservées a 4 °C non lyophilisées Solution aqueuse n° 1
Pelures conservées a 4 °C lyophilisées Solution aqueuse n° 2

Pelures conservées a -20 °C non lyophilisées | Solution aqueuse n° 3

Pelures conservées a -20°C lyophilisées Solution aqueuse n° 4




2.2. Par macération

La macération (extraction solide-liquide) est une opération qui consiste a laisser séjourner
la maticre végétale dans 1'éthanol aqueux pour extraire les principes actifs (composés
phénoliques et flavonoides); a la fin de la macération on a obtenu quatre extraits

éthanoliques (Tableau5):

Tableau 5: Solution éthanolique obtenue par décoction

10 g de pelures de pomme Solution éthanolique
Pelures conservées a 4 °C non lyophilise Solution éthanoliquen® 1
Pelures conservées a 4 °C lyophilise Solution éthanoliquen® 2

Pelures conservées a -20 °C non lyophilise | Solution éthanoliquen® 3

Pelures conservées a -20°C lyophilise Solution éthanoliquen® 4

3. Tests phyto-chimiques:

3.1. Test phyto-chimique sur les macérats éthanoliques:

Le test phyto-chimique est un test préliminaire qualitatif qui permet la mise en évidence
des composés phénoliques et flavonoides présents dans notre matiere végétale. Dans ce
travail, I’existence des composés phénoliques et flavonoides a été réalisée sur les solutions
aqueuses et éthanoliques obtenues par décoction et macération en utilisant différents

réactifs et réactions:

e Réaction au FeCl 3 pour la mise en évidence des polyphénols;

e Réaction a la cyanidine pour la mise en évidence des flavonoides;

e Réaction de Stiasny et de Bath Smith pour la mise en évidence des tanins;

e Mise en évidence des anthocyanes repose sur le changement de couleur de l'extrait en
fonction du pH

Les résultats de ces tests sont représentés dans le tableau ci-dessous:



Tableau 6: Mise en évidence des composés phénoliques présents dans les solutions

éthanoliques de pomme "Golden Delicious"

Solution Composé Quantité relative | Couleur
Polyphénols Brin verdatre
+++
Fl id O
Solution éthanolique n° 1 avonordes +++ range
Tanin Rouge
++
Anthocyanes Négatif
Polyphénols +++ Vert noiratre
Flavonoides ++++ orange
Solution éthanolique n° 2 :
Tanin +++ Rouge orange et
flocon
anthocyanes - Négatif
Polyphénols +++ Brin verdatre
Flavonoides +++ Orange
Solution éthanolique n° 3 :
Tanin ++ rouge
Anthocyanes - Négatif
Polyphénols ++++ Vert noiratre
Flavonoides ++++ Orange
Solution éthanolique n° 4 :
Tanin +4+++ Rouge orange et
flocon
Anthocyanes - Négatif

++++ : Présence en forte quantité

+++ : Présence en moyenne quantité

+ : Présence en faible quantité

-: Négatif




Les résultats de cette manipulation indiquent clairement la présence des composés
phénoliques en abondance dans les solutions éthanoliques obtenues a partir de matiere
végétale lyophilisée, caractérisée par une réponse positive au test de chlorure ferrique
(FeCl3) et la présence des flavonoides mis en évidence par le test a la cyanidine ainsi que
la présence de tanin par la réaction de Bath Smith et ces derniers sont plus abondants dans

les solution éthanolique obtenus par la matiere végétale conservée a -20°C et lyophilisée.

Les composés phénoliques se sont confirmés par I’apparition d’une coloration vert-noiratre
et les flavonoides par une coloration orange et pour les tanins par une coloration rouge-
oranger plus la formation de flocons. Ces derniers étaient présents dans la solution

éthanolique obtenue a partir de pelures de pommes conservées a -20°C et lyophilisées.

On remarque que les résultats concernant les anthocyanes sont négatifs pour toutes les
solutions éthanoliques, car selon la littérature les anthocyanes étaient présents dans les

pommes de couleurs rouge (Fuji, Red Delicious,...).
3.2. Test phyto-chimique sur les solutions aqueuses

Concernant les extraits aqueux obtenus par décoction le test phytochimique a donné des
résultats négatifs. Cela est peut-€tre du au fait que la décoction fait appel a 1'utilisation
d'eau bouillante (+100°C) et que les polyphénols sont des métabolites secondaires trop

sensibles a la chaleur et il y a activation des enzymes qui les dégradent.
4. Détermination du rendement des solutions polyphénolique et flavonique

Le rendement (R) des différentes fractions phénoliques est déterminé selon la formule

suivante:

R(%) = (P1-P2)P3 x 100

P1 : Poids du ballon apres évaporation ;
P2 : Poids du ballon vide ;

P3 : Poids de la matiere végétale de départ

4.1. Rendement en polyphénols totaux

Les quatre solutions éthanoliques obtenues par macération ont subi une évaporation au
rota-vapeur (Fig. 17). Le rendement de l'extrait sec est calculé a partir de la formule

précédente (Tableau 7).



Tableau 7: Rendement en polyphénols totaux des différents extraits éthanoliques

Solution éthanolique Aspect Couleur | Rendement

Solution n°1 (10g de pelures conservées a 4°C non Hygroscopique | Marron 24.9%
lyophilisées)

Solution n°2 (10g de pelures conservées a 4°C Hygroscopique | Marron 23,7%
lyophilisées)

Solution n°3 (10g de pelures conservées a -20°C non | Hygroscopique | Marron 21,3%
lyophilisées)

Solution n°4 (10g de pelures conservées a -20 °C Hygroscopique | Marron 37%

lyophilisées)

Figure 17 : Aspect de I’extrait phénolique apres évaporation sous vide

On remarque que la lyophilisation des pommes conservées a 4°C n'a pas d'impact sur le

taux de polyphénols totaux (23,7%) car ce résultat et presque identique au résultat obtenu

pour les pelures de pomme conservées a 4°C et non lyophilisées (24,9%) contrairement a

celles conservées a -20°C ou la lyophilisation a donné un meilleur résultat (37%) que celles

conservées a -20°C et non lyophilisées (21,3%). Et lorsqu'on compare les résultats des

pelures de pommes non lyophilisées et conservées aux deux températures 4°C et -20°C on

remarque la conservation a 4°C adonné un meilleur rendement que celles conservées a -

20°C et le contraire a été obtenu pour les pelures lyophilisées et conservées aux deux

températures différentes (4 °Cet -20°C) .




4.2. Rendement des différentes fractions flavoniques

Les quatre solutions éthanoliques obtenues par macération ont été soumises a une
extraction générale avec des solvants a polarité croissante (Dietyl Ether —Acétate dethyl

—n butanol). Cette extraction a permis d'obtenir trois extraits bruts:

o L'extrait Diethyléther
o L'extrait Acétate dethyl

o L'extrait n butanolique

Les trois extraits bruts obtenus ont subi une évaporation au rota-vapeur et leur rendement a

été calculé selon 1'équation décrite précédemment et représenté graphiquement (Fig. 18).
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Figure 18: Variation des rendements flavonoiques des pelures de pomme en relation avec
la température de conservation et la lyophilisation



5. Dosage des polyphénols

Les concentrations des polyphénols totaux sont calculées a partir de I’équation de

régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (y = 2,942x + 0,019)

(Fig. 19).
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Figure 19: Représentation linéaire de 1'acide gallique

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par un gramme

de I’extrait (mg EAG/g Mv). Ces résultats ont permis de donner des estimations sur les

quantités des polyphénols totaux contenus dans les pelures de pommes conservées a 4°C et

a -20°C lyophilisées et non lyophilisées (Tableau 8).

Tableau 8 : Concentration des polyphénols totaux de pelures de pomme

Extraits polyphénoliques Teneur en mg Eq acide gallique/g
Polyphénols totaux de Mv

Pomme conservées a 4°C pelures non 0,385 0.077

lyophilisées

Pomme conservées a 4°C pelures 0.628 0.132

lyophilisées

Pomme conservées a -20°C pelures non 0,479 0,112

lyophilisées

Pomme conservées a -20°C pelures 0,643 0,088

lyophilisées




D’aprés les résultats, on peut constater que la teneur qui est de 0,112 mgEAG/g Mv en

polyphénols totaux des pelures conservées a -20°C est supérieure a celle des pelures

conservées a 4°C qui est de 0,077 mgEAG/g Mv.

Par contre la lyophilisation des pelures a donné des résultats inverses car on constate que
les pelures conservées a 4°C 0,132 mgEAG/gMv et lyophilisées ont donné une

concentration en polyphénols supérieure a celles conservées a -20°C 0,088mgEAG/g MV.

Et lorsque on compare les résultats des pelures de pomme Golden conservées a la méme
température 4°C on remarque que la teneur en polyphénols des pelures lyophilisées est

légerement supérieure.
6. Dosage des différentes fractions flavonoiques

La teneur en flavonoides déterminée par la méthode au trichlorure d’alumiunm, les
concentrations des différentes fractions flavonoiques sont calculées a partir de 1’équation

de régression de la gamme d’étalonnage établie avec la quecétine (y = a x +b) (Fig. 20).
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Figure 20: Courbe étalon quercétine

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent quercetine par un gramme de
I’extrait (mg EQ quercetine/g Mv). Ces résultats ont permis de donner des estimations sur
les quantités des polyphénols totaux contenues dans les pelures de pommes conservées a

4°C et a - 20°C lyophilisées et non lyophilisées (Tableau 9).



Tableau 9 : Concentration des fractions flavonoiques de pelures de pomme

Matiere végétale Extraits flavonoiques mg EQquercetine/g Mv
Pomme conservées a 4°C | Ext-Diet 3,52 2,18
pelure non lyophilisées Ext -Acet 6,15 1,89

Ext-nbut 1,33 0,43
Pomme conservées a 4°C | Ext-Diet 22.82 12,68
pelure lyophilisées Ext -Acet 34,50 15,82
Ext-nbut 17,86 5,34
Pomme conservées a -20°C | Ext-Diet 39,03 39,82
pelure non lyophilisées Ext -Acet 12,49 2,63
Ext-nbut 9,90 29,11
Pomme conservées a -20°C | Ext-Diet 51,90 44,74
pelure lyophilisées Ext -Acet 43,07 31,66
Ext-nbut 6,69 12,38

o Ext-Diet: ExtraitDiethilether
o Ext-Acet: Extrait Acetatdiethyl

o Ext-nbut :Extrait n butanol

Si on compare l'effet de la température sur la concentration des différentes fractions
flavonoiques on remarque que les pelures de pommes conservées a -20°C ont donné des

concentrations beaucoup plus élevées que les pelures de pommes conservées a 4°C.

Comparativement, les concentrations des pelures de pommes conservées a -20°C et
lyophilisées sont nettement supérieures aux concentrations données par les pelures de

pommes conservées a 4°C et lyophilisées.

D’apres les résultats obtenus on remarque que les fractions obtenues a partir des pelures de

pomme conservées a -20°C et lyophilisées ont donné les plus grandes concentrations.

On a les extraits Diethyléther qui ont donné une concertation de 44,74 mg EQ/g de MV
suivis par les extraits Acétatedethyl qui ont une teneur de 31,66 mg EQ /g de MV. Ensuite,

arrive I’extrait n butanolique avec une concentration de 12,38 mg EQ /g de MV.

Cependant, I’extrait n butanolique des pelures conservées a -20° C et non lyophilisées et

supérieur a ce dernier avec une teneur de 29,11 mg EQ /g de MV.




7. Activité antioxydante:

L’activité anti-oxydante des extraits de polyphénols totaux et des différentes fractions
flavoniques de pomme "Golden Delicious" et de I’antioxydant standard (acide ascorbique)
vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a I’aide d’un spectrophotométre en suivant la
réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPHe) a
la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517nm. (Fig. 22). Cette capacité de réduction est

déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances anti radicalaires

(Majhenic L et al., 2007).
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Figure 21 : Représentation graphique de 1’activité antioxydante des polyphénols totaux
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Figure 22 : Représentation graphique activité antioxydante de 1’acide ascorbique

Les résultats du pouvoir antioxydant des extraits polyphénoliques montrent que le
pourcentage d’inhibition des extraits de pelures de pommes conservées a -20°C non
lyophilisées et lyophilisées est supérieur a70% a une concentration de [’ordre de

2,662mg/ml et 4.625mg/ml respectivement (Fig. 21 A et C).

En ce qui concerne les pelures de pommes conservées a 4°C non lyophilisées et
lyophilisées le pourcentage d’inhibition est supérieur a 69%a une concentration de 1’ordre
de 3,112mg/ml et2, 962mg/ml. (Fig. 21 B et D). Selon les résultats enregistrés, les extraits
sont dotés d’un pouvoir antioxydant modére, et leur IC50% n’a pas pu étre atteint lors de
notre étude du fait qu’il aurait peut-étre fallu diluer encore plus les extraits
polyphénoliques. De ce fait leur IC50% était plus élevé que celui d’acide ascorbique dont

la valeur est de ’ordre de 0,666 mg/ml (Tableau 10).

Tableau 10 : IC50% des différents extraits polyphénoliques

Extrait polyphénolique IC50%
Pelures pommes conservées a 4°C non lyophilisées _6.49
Pelures pommes conservées a 4°C lyophilisées -6.50
Pelures pommes conservées a -20°C non lyophilisées -1.11
Pelures pommes conservées a -20°C lyophilisées 13.2
Acide ascorbique 0,66




Figure 23 : Représentation graphique de I’activité antioxydante des différentes fractions

B W N -

Inh_Ext Diet

Inh_Ext nBut

100
S 80 5 y = 10,911x - 2,9962
3 60 2 8 RZ = 0,9984
= y = 10,14x + 26,781 2
< 40 ) <
£ R? = 0,7572 €
= 20 R
O I I 1 I 1
0 5 10 -2 3 8
concentration (mg/ml) concentration (mg/ml)
1 2
Inh_Ext Acete 110 -~
100 -
3 90 -
570 Y =4,63x + 4,387 g0
289 ] R =0,7035 30 1
=4 20
< % 20 - y = 26,518x + 32,31
S 380 - R? = 0,5012
: . 20 -
0 5 10 18 ] , ,
concentratio (mg/ml) 0 1 2
Concentation (mg/ml)
4

flavonoiques de pelures de pomme conservées a -20°C lyophilisées

: Pourcentage d’inhibition d’extrait obtenu par Diethyléther
: Pourcentage d’inhibition d’extrait obtenu par Acétatedethyl
: Pourcentage d’inhibition d’extrait obtenu par n buthanol

: Pourcentage d’inhibition de I’acide ascorbique



90 Inh_ExtDiet 90 Inh Ext Acete
80 - 80 - -
70 - 70 -
560 - § 60 -
¥ ¥
L 1 L N -
€30 | ¥ y=4,3437x+ 36,465 £ 50 | V7323000, 20,287
“ 90 - R? = 0,5585 90 - ’
10 - 10 -
0 T 1 0 T T 1
0 5 10 0 5 10 15
concentration(mg/ml) ccncentration(mg/ml)
1 2
80 Inh_ExtnBut
79 110
c 60 - 100 -
9 50 - 90 4
2 80 -
2 40 - g0 -
< 30 - y =2,0791x + 37,625 20 -
3 R? = 0,6082 SO .
20 - =20 - y =26,518x + 32,31
10 30 RZ = 0,5012
0 T T T T T T T T 1 10
02 4 6 81012141618 00 1 ,
concentration(mg/ml) Concentation (mg/ml)
4

Figure 24 : Représentation graphique de ’activité anti-oxydante des différentes fractions
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Figure 25 : Représentation graphique de I’activité anti-oxydante des différentes fractions

flavonoiques de pelures de pomme conservées a -20°C non lyophilisées
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Figure 26 : Représentation graphique de ’activité anti-oxydante des différentes fractions

flavonoiques de pelures de pomme conservées a 4°C non lyophilisées
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D’apres les représentations graphiques des différents extraits flavoniques (Ext Dieth,
Ext_Acetat,Ext_n but) des pelures de pommes conservées a -20°C et a 4°C lyophilisées
(Fig. 23 et 24) ainsi que pour les pommes conservées a-20°C et a 4°C non lyophilisées
(Fig. 25 et 26 ) on a pu calculer leur IC50% (Tableau 11) ;ces derniers eux aussi sont dotés
d’un pouvoir antioxydant modéré, leur IC50 ont donné des valeurs relativement plus
¢levées que celle de I’acide ascorbique dont la valeur est de I’ordre de 0,666 mg/ml. Y
compris pour I’extrait n butanolique des pelures de pommes conservées a -20°C et non

lyophilisées qui a donné une valeur de 0,57mg/ml inférieur a celle de ’acide ascorbique.

Tableau 11: IC50% des différentes fractions flavonoiques

Pommes 4°C Pommes 4°C Pommes -20°C | Pommes -20°C
non lyophilisées | lyophilisées non lyophilisées | lyophilisées
Ext_Dieth 7.90 3.11 -7.57 2.28
Ext _Acetat | 4.69 4.53 1.95 9.85
Ext_n but 34.83 5.95 0.57 4.85
Acide ascorbique 0,66

e Ext-Diet : Extrait Diethilether,
e Ext-Acet: Extrait Acetatdethyl,
e Ext-nbut: Extrait n butanol

8. Analyse globale comparée des effets seuls et combinés des polyphénols totaux et des

fractions

N

Les résultats obtenus ont ét€é compilés (Tableau 12) et sont soumis a une analyse de
variance (ANOVA, Systat, vers.12). Les pourcentages d’inhibition sous I’effet des
différentes conditions expérimentales (températures de conservation et lyophilisation) sont

représentés dans les figures indiquées ci-apres.



Tableau 12: Résultats polyphénoliques et flavoniques pour analyses de variance

RdtPoly | Activité Rdtflav. en mgEq Activité antioxydante
phen antioxydan | Acide gallique/gMv | mg/ml
mgEq te mg/ml
Acide
gallique/
gMv
Frac | Frac | Frac | Fracl | Frac2 | Frac3
1 2 3
Frais Lyophilisé | 0,132 -6,49 12,6 | 158 [532 (3,11 |4,53 5,95
4°C 8 2
Non 00,77 -6,50 2,18 [ 1,89 (043 |7,90 |4,69 34,83
lyophilisé
Congelé 00,88 -1,11 447 | 31,6 | 12,3 2,28 |9,85 4,85
Lyophilisé 4 6 8
-22°C Non 0,112 13,2 39,8 2,63 [29,1 |-7,57 | 1,95 0,57
lyophilisé 2 1
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Figure 27 : Effets des facteurs physiques seuls sur I’inhibition de 1’oxydation par les

polyphénols totaux obtenus a partir des pelures de pomme

Dans tous les cas, d’aprés nos observations, ’effet des composés phénoliques extraits a
partir des écorces non lyophilisées mais conservées a une température de 4°C induit une
meilleure inhibition de I’oxydation en comparaison avec ceux des écorces conservées a -

20°C et non lyophilisées.

En effet, pour des rendements en polyphénols obtenus avec les écorces conservées a 4°
lyophilisées ou non lyophilisées, nous avons constaté une activité antioxydante supérieure
a respectivement 70% et 76%. Alors que pour les pelures de pomme conservées a -20°C
lyophilisées ou non lyophilisées, les pourcentages d’inhibition sont de 1’ordre de

respectivement 75% et 59%.




Dans les conditions expérimentales réalisées, on peut néanmoins remarquer que les
différences des inhibitions ne sont pas significatives (Fig. 27) que ce soit avec ’effet des
facteurs lyophilisation et conservation seuls ou en interactions. On peut aussi émettre

I’hypothése que la lyophilisation n’a pas eu un effet sur les pelures de pommes conservées

a4°Ceta-20°C.

Les résultats de 1’analyse de la variance concernant les effets des fractions flavonoiques
obtenus a partir des trois solvants (Acétate d’éthyle, Ether dié¢thylique et N-Butanol) sont

représentés dans (Fig. 28).
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Figure 28 : Effets des facteurs physiques seuls sur I’inhibition de 1’oxydation par les

extraits flavoniques obtenus a partir des pelures de pomme.

Les composés flavoniques obtenus a partir des pelures lyophilisées montrent un meilleur
effet d’inhibition relativement par rapport a ceux des écorces non lyophilisées, (p= 0,68),
mais il n’y a pas de différence significative. Egalement, les mémes composés flavoniques
issus de pelures de pomme conservées a 4°C d’écorces ont un pourcentage d’inhibition

supérieur a celui des pelures de pommes conservées a -20°C (p=0.08) (Fig. 28)

Cependant, les pourcentages d’inhibition obtenus avec les composés flavonoiques extraits
avec ’éther diéthylique et 1’acétate d’éthyle apparaissent nettement plus élevés avec un
effet différent de celui constaté avec les fractions issues du N-Butanol (p= 0,16%)

différence marginale (Fig.28).



Nous avons jugé pertinent d’indiquer les effets des interactions entre les conditions de
traitement dans tous les cas. L’ANOVA traduit des différences des taux d’inhibition dans

la majorité des cas (Fig.29)

On peut constater une inhibition de [’oxydation significativement différente dans
I’interaction fraction solvant x conservation x lyophilisation (F ratio=0.96, p= 0,132), le
taux d'inhibition le plus élevé a été obtenus pour les trois fractions avec les pelures de
pommes conservées a 4°C et lyophilisées et pour les pelures non lyophilisées le meilleur
taux d'inhibition a été obtenu par celles conservées a-20°C dans la fraction acétate dethyl

(Fig.29).

L’interaction lyophilisation x fraction flavonoiques n’est pas significative en comparaison
avec l’interaction conservation x fraction flavonique (Fig.30). Les effets des interactions
conservation x lyophilisations et conservation x fractions solvant sont significativement

différents (Fig. 29).

De la synthése des résultats de ces analyses, on peut résumer que les meilleurs
pourcentages d’inhibition sont obtenus chez les fractions flavoniques avec les solvants

acétate d’éthyle et éther di éthylique, issus de pelures de pommes lyophilisée ou non.
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Figure 29 : Effets des facteurs physiques combinés sur I’inhibition de 1’oxydation par les

extraits flavoniques obtenus a partir des pelures de pomme



Discussion

Notre travail s’inscrit dans le cadre de 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits
polyphénoliques obtenus par macération a 1’éthanol et par décoction a l'eau bouillante et
des extraits flavoniques obtenus par extraction par 1’intermédiaire de solvants a polarité
croissante contenus dans les pelures de pomme "Golden Delicious" conservées a deux
températures différentes (4°Cet -20°C) et soit lyophilisées ou non, ainsi que la
détermination du taux des polyphénols totaux et des flavonoides sous 1influence des

parametres température et lyophilisation.

Les tests phyto-chimiques effectués sur les différentes solution éthanoliques préparées, par
macération de pelures de pommes conservées a 4°C lyophilisées et non lyophilisées et de
pelures de pommes conservées a -20°C lyophilisées et non lyophilisées, ont révélé la

présence de polyphénols totaux par l'apparition d’une couleur vert noiratre.

La présence aussi de flavonoides ou la solution a pris la couleur orange ainsi que la
présence de tanin qui ont été révélés par l'apparition de la couleur rouge ainsi que la
formation de flocon qui est apparu dans les solutions éthanolique de pelures de pomme

conservées a -20°C et lyophilisées.

Les mémes résultats ont €t€ obtenus par Bouquet et Fouret (1975) ou ils ont observé les
mémes couleurs pour chaque type de polyphénols sur leurs extraits de plantes. Ainsi nous
supposons que la détermination de présence ou d’absence des différentes classes de

polyphénols se fait par les mémes réactifs pour différents types de plantes.

Cependant, nous observons [’absence des anthocyanes dans les différentes solutions
éthanoliques car selon la littérature et les travaux menés par plusieurs chercheurs (Ignat
2011) ont conclu que les anthocyanes étaient présents dans les pommes de couleur rouge

(Red Delicious, Fuji).

Le teste phyto-chimique réalisé sur les solutions aqueuses a donné des résultats négatifs car
d’apres (Renard et al.,) ceci s’exprime par la destruction des membranes plasmiques (vers
50°C), puis des structures pariétales (a haute température), donc a la dégradation de la
structure phénolique des polyphénols et ceci sous ’effet des enzymes libérées ou de

réactions chimiques.



Les résultats concernant les rendements en polyphénols totaux et en flavonoides ont été
calculés apres évaporation sous vide des différentes solutions éthanoliques ont montré que
pour les pelures de pommes conservées a 4°C lyophilisées et non lyophilisées le rendement
était inférieur a celui obtenu a partir de pelures de pommes conservées a -20°Cet

lyophilisées.

Cependant, le rendement en polyphénols des pelures de pomme conservées a -20°C a
donné le plus faible rendement. Quant aux différents extraits flavonoiques le meilleur
rendement a été observé dans les fractions Diethyléther et acétatedethyl pour les pelures de

pommes conservées a -20°C lyophilisées ou non.

Les mémes résultats ont été observés dans les travaux de Van der Sluis et al., (2001) qui
ont démontré que la conservation de plus de 120 jours a diminué le taux en polyphénols
totaux ainsi que (de Ancos et al., 2000) observent peu de diminution des teneurs en

polyphénols totaux de nombreux fruits pendant la congélation.

Selon Guyot (2002) dans les pommes de table, 50 % des polyphénols sont concentrés dans
les parties épidermiques et sous-épidermiques, avec des teneurs de 3 a 6 fois celle de la
chair. Ainsi, dans la chair les polyphénols totaux représentent entre 0,33 et 0,93 mg/g du
poids frais (Tsao 2003). Nos résultats ont donné des teneurs plus faibles et ceci semblerait
peut-étre dii aux facteurs environnementaux qui influencent également le contenu en
polyphénols des fruits, qu’il s’agisse de D’effet de facteurs isolés (température,
rayonnement) ou de combinaisons complexes de facteurs (effet des variations climatiques,

effet de la région de production).

Par exemple, des légumes exposés a la lumiere solaire contiennent davantage de
flavonoides que des légumes cultivés sous ombrage (Watzl., 2001)et dépend aussi du

matériel étudié (fruit frais, pelures, cortex, pépins, jus...)

Les travaux de Georgé et al. (2011) sur la tomate ne montrent pas d’influence de la
lyophilisation sur les polyphénols totaux alors qu’elle impacte d’autres nutriments de la
tomate. D’autre part, 1’étude de trois procédés de séchage de pommes Granny Smith
permet de conclure que la lyophilisation est la meilleure technique pour conserver les

polyphénols (92 % sont préservés) (Henriquez 2013b).



Les résultats obtenus concernant 1’activité antioxydante les polyphénoliques et flavoniques
ont donné des pourcentages d’inhibition supérieur a 70%, cependant leur IC50% était
supérieur a celui de 1’ Acide ascorbique sauf pour la fraction flavonique qui est obtenue par

le n butanol qui a donné un IC50% inférieur a celui de 1"Acide ascorbique.

Il est bien connu que le stockage des fruits et des 1égumes a basse température a 4°C, apres
la récolte jusqu'a la consommation est un moyen efficace pour préserver la qualité et la
valeur nutritionnelle, y compris pour des stockages prolongés de 4 a 12 mois (Golding
2001, MacLean 2006, Van der Sluis 2001), car les activités antioxydantes ainsi que le taux
en polyphénols augmentent pendant le premier mois de stockage puis déclinent par la suite.
Ceci a été déterminé par (Sacchetti et al. 2008) en comparent sept variétés de pommes

fraiches ou en purée.

D’autre part, les polyphénols sont stables lors de la congélation. Il n’y a pas de pertes en
polyphénols totaux ni a la congélation ni durant le stockage de jus de framboise (De Ancos
2000). Un stockage a -15°C n’affecte pas non plus la capacité antioxydante de fruits tels

que les pommes, les fraises, les poires et les figues sur 90 jours (Jeusti Bof 2012).

Des études ont été réalisées sur la conservation de la fraise a -5°C et -18°C durant un mois,
ces expériences ont montré que la conservation a -18°C est plus avantageuse que celle a -

5°C, pour les polyphénols, les vitamines hydrosolubles (vitamine C) et les anthocyanes.

Alors qu’elle est plus favorable a -5°C pour les vitamines liposolubles (vitamine E, béta-
caroténe), ils sont notés que la dégradation de ces substances est en fonction de 1’état
physiologique du produit, de I’écart entre la récolte et le conditionnement, leurs résultats
ont montré une relation exponentielle existant entre la durée de conservation et la

température de stockage, pour les polyphénols et les anthocyanes Hanna., 2003.

Selon deux études britanniques (Burch., 2013 et Bonwick&Birch,2014) les chercheurs ont
utilisé des produits (fruits et 1égumes) achetés dans des supermarchés britanniques. Ils ont
conservé les produits frais dans un réfrigérateur a 4°C pendant 3 jours, et les produits
surgelés au congélateur a -20°C apres blanchiment. Ceci reproduisait la situation d’un
consommateur qui ferait ses courses deux fois par semaine. Apres conservation, les
chercheurs ont analysé les concentrations en vitamine C, polyphénols, anthocyanines,

lutéine et béta-caroténe.



Les concentrations mesurées dans les produits surgelés ressemblaient a celles des produits
frais avant conservation au réfrigérateur. Mais les concentrations en vitamines et
antioxydants avaient diminué pendant la conservation, pour atteindre des niveaux souvent

inférieurs aux produits surgelés.

D’apres tous ces résultats et les recherches faites par Wolfe et al. (2003) montrent qu’il est
indispensable d’appliquer une méthode d’inactivation de la PPO et de la POD sur les
échantillons de pommes avant ou apres la lyophilisation étant donné que 1’évolution des
polyphénols ne dépend pas de leur affinité avec le milieu car les composés phénoliques se
solubilisent aussi bien dans I’eau que dans 1’éthanol. En revanche, la présence d’eau

semble étre un des facteurs responsables de la reprise en activité des enzymes.

D’autre part les concentrations en compos€s polyphénoliques ainsi que leurs activités
antioxydantes dépendent des solvants utilisés pour leur extraction, du temps d’extraction

ainsi que de la quantité de substance contenue dans la maticre végétale (Quan et al, 2013).

Plusieurs travaux ont démontré que l'extraction au méthanol était la premiere suivie par
l'extraction a 1'éthanol ensuite l'extraction a l'eau chaude. Cependant, dans notre étude
déterminer les activités antioxydantes pour une éventuelle valorisation dans le domaine

agroalimentaire et pharmaceutique.






Conclusion

Le travail de ce mémoire a été réalis€é au niveau du laboratoire de biotechnologie et
valorisation des plantes aromatiques et médicinales faisant partie du Département

d’agronomie de I’Universit¢ SAAD DAHLEB de Blida.

Le travail entrepris a porté sur d'éventuelles variations de rendement et d'activité
antioxydante des composés phénoliques et flavoniques contenus dans les pelures de
pomme Golden Delicious conservées a deux températures différentes (4°C et -20°C)

lyophilisées et non lyophilisées.

Tout d'abord notre recherche a débuté par la lyophilisation d’une partie des pelures de
pomme conservées a 4°C et -20°C et 1'autre partie des pelures a juste été coupée en petits
morceaux, ensuite ces dernieres (pelures lyophilisées et non lyophilisées et conservées aux
deux températures différentes chacune) ont subi une décoction a l'eau bouillante et une
macération a 1'éthanol aqueux, afin d'extraire les polyphénols totaux a la fin de chaque
solution éthanolique obtenue et fractionnée a l’aide de différents solvants a polarité

croissante, afin d'extraire les flavonoides.

Les résultats obtenus ont montré que le rendement en polyphénols était nettement supérieur
dans les pelures de pommes lyophilisées et conservées a-20°C que celle lyophilisées et
conservées a 4°C. Cependant, la lyophilisation n’a pas eu d’influence sur les pelures de
pommes conservéesa4°C, car leur rendement en polyphénols était presque identique a celui

des pelures conservées a 4°C et non lyophilisées.

Concernant les différentes fractions flavoniques le rendement était supérieur dans les
fractions extraites a partir du solvant Acétate dethyl pour les pelures de pomme conservées
a4°C et -20°C et non lyophilisées, alors que 1’extraction n butanolique a donné un meilleur
rendement pour les pelures conservées a 4°C et lyophilisées, 1'éther dethylique a donné des
rendements supérieurs dans les fractions obtenues a partir de pelures de pommes

lyophilisées et conservées a 4 °C et a -20 °C.



Pour l'activité antioxydante le pourcentage d’inhibition a50% dans les extraits
polyphénoliques n’a pas pu étre atteint et cela est dii au fait que leur pourcentage dépasse
80% a des concentrations de 2 a 4mg/ml et leur I50% était beaucoup plus supérieur que

150% de 1'acide Ascorbique.
11 fallait donc diluer encore plus les extraits pour atteindre 50% d’inhibition.

Or pour les fractions flavoniques le pourcentage d'inhibition a 50% a pu étre atteint surtout
dans la fraction n butanolique des pelures de pommes conservées a -20°C et non

lyophilisées.

Donc on peut dire que la lyophilisation et la conservation a-20°C sont deux parameétres a
adopter pour une bonne conservation des coproduits de fruit et que ces deux parametres
permettent de garder la composition/concentration de base en composés polyphénoliques et
que l'extraction des fractions flavoniques au n butanol a donné un meilleur rendement et
une bonne activité antioxydante pour les pelures de pommes conservées a-20°C et non

lyophilisée.

A la lumiere de ces résultats cette étude préliminaire nécessite d’autres recherches qui

s’intéressent a :

» La valorisation des coproduits de la pomme dans des produits agroalimentaires et a

la formulation de produits parapharmaceutiques

» L’étude in vivo de ’effet des coproduits de la pomme sur le stress oxydant en

mesurant I’activité des enzymes antioxydante (Catalase, Superoxyde dismutase)

> Détermination d’autres activités comme : activité antimicrobienne, anticancéreuse,

antidiabétique et anti-inflammatoire.
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Résumé

La pomme fait partie des fruits les plus consommeés, car ils sont considérés comme des
aliments bénéfiques pour la santé, de par leur richesse en fibres et leur faible teneur en
lipides. Un bénéfice additionnel de la pomme est sa richesse en polyphénols et en
vitamines et aussi en "antioxydants". L’objectif de ce travail est de s’assurer que la
transformation des épidermes de la pomme Golden Delicious conservées a 4°C et a -20°C
en poudre lyophilisée et non lyophilisée n’engendre pas de perte en antioxydants et cela en
tenant compte des différentes techniques d’extraction que ce soit par décoction a I’eau
bouillante ou par macération dans 1’éthanol aqueux ou autres solvants utilis€és pour
l'extraction des polyphénols totaux ainsi que les différentes fractions flavoniques. Les
coproduits de pommes étant initialement riches en polyphénols/antioxydants, il est
pertinent d’essayer de tirer profit de ces propriétés pour une éventuelle valorisation en
produit a usage alimentaire et pharmaceutique. Les résultats obtenus ont montré que la
lyophilisation n’a pas eu d’influence sur les pelures de pomme conservées a 4°C et que
I’extrait n butanolique a donné un meilleur rendement pour les pelures conservées a 4°C et
lyophilisées. Par contre les pelures de pommes conservées a -20°C et non lyophilisées ont

montré une meilleure activité antioxydante.

Mots clés : Pomme, polyphénols, antioxydant, lyophilisation, conservation.

Abstract

The apple is one of the most consumed fruits because it is considered as a healthful food as
it has a high fiber but a low lipid content. An additional benefit of the apple is its content of

polyphenols and vitamins that give it a label as rich of "antioxidants" and "healthy food".

The aim is to ensure that the processing of the “Golden Delicious* apple epidermis stored
at 4° C and -20° C into a lyophilized powder does not lead to a loss of antioxidants and this
also taking into account the different solvents used for the extraction of total polyphenols
as well as the various flavonic fractions. As the apple byproducts are initially rich in
polyphenols / antioxidants, it is relevant to try to take advantage of these properties for a

possible valorization in product for food and pharmaceutical use.



The results obtained showed that lyophilization had no influence on the apple peels stored
at 4 ° C and that the n-butanol extract gave a better yield for peels preserved at 4 ° C and
lyophilized. On the other hand apple peels preserved at -20 ° C and not lyophilized gave a

better antioxidant activity.

Key words: Apple, polyphenols, antioxidant, lyophilization, conservation.
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