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Résumé :

Malus domesticaest le pommier commun qui produit la pomme clagsépoint de vue
consommation apres I'orange en Algérie. L'import&amsocioéconomique de ce fruit mérite
'évaluation de son impact sur la santé par I'étdela valorisation de ses propriétés
thérapeutiques. Les résultats ont révelé queddsep du fruit pomme (écorce et pulpe) sont
riches en eau avec plus de 82%. La compositiorophifhique montre la présence de noyaux
aromatique, groupement phénolique, groupement Rytrainsi qu’'une fonction cétone qui
appartiennent aux composeés phénoliques. Les asghgseHPLC ont confirmé la richesse en
acides phénolique : Acide cinnamique, Acide gakliq Acide ascorbique, Acides P
caumarique, Acide salicylique et l'acide vanilliguen deux types de flavonoides: les
flavonols et les flavonones : Quercitine, myricitircatéchine, épicatéchine, kaempfrol, rutine,
naringinine et le résorcinol qui est un diphéras composés les plus abondants sont les
flavonols et les acides cinnamiquess résultats de 'activité biologique des extrditscorce

et de pulpe des fruits de deux varié@slden deliciouset Royal galarévelent une légere
activité par rapport a la Vit C, de plus, I'extrditcorce de pomme a un pouvoir réducteur
plus important que celui de la pulpe. Ainsi, laction d’acétate d’éthyle présente l'activité
réductrice la plus élevée par rapport a la fractmtanolique et agueuse. Pour l'activité
antimicrobienne, tous nos extraits ont réagi pesitient au moins sur une des souches
microbiennes testées:Coli, Salmonella spp, Staphylococcus auretBacillus cereusainsi
Candida albicanset Aspergillus niger Ce qui confirme que es extraits présentent des
propriétés antimicrobiennes dont les plus senssbla Salmonella sppet Staphylococcus
aureus et la souche fongiqguéandida albicansCes résultats montrent I'importance de ces

extraits comme compléments alimentaires pour uéegntion contre certaines maladies.

Mots clés: Malus domestica écorce et pulpe, phytochimie (Hplc, FTIR), Advi

antioxydante, activité antimicrobienne.



Abstract :

Malus domesticas the common apple tree. Apples are classifiegl #iie oranges in Algeria.
The socio-economic importance of this fruit desembe evaluation of its impact on health by
studying and valorisation of its therapeutic praojpst The results revealed that the apple
(bark and pulp )are rich in water more than 82%e Pphytochemical composition shows the
presence of aromatic nuclei, phenolic group, ardtdwyl group as well as a cetone functions
which belong to the phenolic compounds. HPLC aredyzonfirmed the high content of
phenolic acids: cinnamic acid, gallic acid, ascoracid, caumaric acid, salicylic acid and
vanillic acid; there are also two types of flavatoflavonols and flavonones: Quercitin,
myricitin, catechin, epicatechin, kaempfrol, rutinaringinine and resorcinol which is a
diphenol molecule. The most abundant compoundslavenols and cinnamic acids. The
results of the biological activity of the bark apdlp extracts of two varietie&olden
Delicious and Royal Galaeweal that apple reducing power are less than Vit @zneral but
the bark extract has a greater reducing power phdm Also, the ethyl acetate fraction has
the highest reductive activity compared to the bolia and aqueous fraction. For the
antimicrobial activity, all our extracts reactedspively on at least one of the microbial
strains testedE.Coli, Salmonella spp, Staphylococcus aurd®acillus cereusandCandida
albicans Aspergillus nigewhich confirms that the extracts have antimicrbpraperties, the
most sensitive of which are Salmonella spp, angiB8facoccus aureus and the fungal strain
Candida albicans. These results show the importahtteese extracts as dietary supplements

for prevention against certain diseases.

Key words: Malus domesticabark and pulp, phytochemistry (Hplc, FTIR), awigant

activity, antimicrobial activity.
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Liste des abréviations

DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

Ech : Echantillon

Extrait EP : extrait d’écorce de pomme

Extrait PP : extrait de pulpe de pomme

HPLC : Chromatographie liquide a haute performance
IC 50 : Concentration inhibitrice a 50%.

IRFT : Infrarouge a Transformée de Fourier

Mg E/g Ps: Milligramme d’équivalent par gramme du poids sedalplante.
SM : Solution mére
TE % : Teneur en eau exprimé en pourcentage

Var : Variété.
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INTRODUCTION

Les fruits sont intégrés dans l'alimentation hureaguotidienne depuis toujours. lls ont des
couleurs, des godts et des ardbmes trés attirardsnstituant un des éléments essentiels du
régime alimentaire a I'état frais ou sous formepdeduits transformés. Les fruits constituent
une source inépuisable de nutriments tels que &abulites secondaires et primaires qui sont

tres importants pour la santé du consommateur.

Ces dernieres années, nous avons assisté a un rggeid d’intérét des phytothérapeutes
pour les produits riches en polyphénols, et prislement en flavonoides. L'étude de ces
dernieres dates de la découverte de la vitamire € suite des travaux de Szent-Gyorgyi en
1938(Szent-Gyorgyi, 1938).

Des études épidémiologiques ont démontrés qu’ansatnmation réguliere des flavonoides
diminue le risque de développement des maladieosasculaires et d’apparition de certains
cancerg(Birtet al, 1999).Les multiples effets bénéfiques des flavonoiddswas propriétés
pharmacologiques ont été mis en évidence depuikjupse années, on note des activités
antivirales, anti-inflammatoires, antiallergiquesnti-tumorales, et autres, L'ingestion de
guantités de flavonoides aurait un lien avec unerdition de ces maladies coronair€s¢k,
1996)

Les aliments les plus communément étudiés pourriebesse en flavonoides et en acides
phénoliqgues sont la pomme, l'orange, le raisiniaju® le vin rouge, l'oignon et le thé
(Cambon, 1989).

Les pommes, sont considérés comme des alimentdidué® pour la santé, de part leur

richesse en fibres et leur faible teneur en lipidés bénéfice additionnel de la pomme est sa
teneur en polyphénols et en vitamines qui lui carféson étiquette riche en "antioxydants"

et "aliment santé". Environ 70 % des pommes soms@mmeées en fruit de table et 30 % sont
transformées en produits dérivés principalement dge jus et compote

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

En Algérie la culture du pommier est en progressiorant cette derniére décennie. A partir
de I'année 2011, la superficie des vergers a évidliéd% qui correspond a une augmentation
annuelle de 13% avec une production de 35%agtconséquent sa consommati&GiO,
2010)



INTRODUCTION

Dans ce cadre, nous nous sommes intéresses ael’dasicomposeés poly-phénoliques des
pommesMalus domestica de deux variétés a large consommation en Algé&fae. Golden
delicious et Var. Royal Gala).

La consommation réguliére de pommes (2 a 3 paj urrait en effet diminuer de 5 a 15 %
le taux de cholestér@Aprifel, 2008). Ce bénéfice est accordé a sa richesse en fibfedp 2,
en moyenne, mais aussi a ses micronutriments (magng vitamines C et E). Les
polyphénols de ce fruit lui assurent par ailleunsfart potentiel antioxydanfEberhardt et
al., 2000). La prévention des maladies chroniques est ass@ciaae consommation de
pommegRupasinghe 2012gn particulier des maladies cardiovasculairesettion avec les
principaux composés actifs de la pomme, les fibtdas polyphénoléSerra 2012)

L’objectif de notre travail vise a démontrer lahgésse des pommes de table en composés
phénoligues et a déterminer leurs propriétés bigloss.

Pour cela et selon les moyens présents dans leatabbe, nous avons commencé par la
détermination de la teneur en eau de poudre dis fextraire le maximum de polyphénols et
les fractionnés, réaliser une caractérisation despgments fonctionnels présents dans les
différents extraits a I'aide d’une spectroscopidREEt les identifier avec la Chromatographie
Liquide & Haute Performance (HPLC). La deuxieméigaonsiste en un suivi de I'étude de
guelques activités biologiques, tel que:

> l'activité antioxydante vis-a-vis du radical [iliD@®PH.

» l'estimation, in-vitro, de l'activité antimicrobienne vis-a-vis des soeEhbactériennes
Escherichia coli, Salmonella spp, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus et fongiques
Candida albicans et Aspergillus niger qui sont la source de plusieurs infections gravesz c

I'hnomme.



Chapitre | :

Donnés bibliographiques




Chapitre I : Données bibliographiques

Le pommierMalus domesticast I'espece fruitiere la plus cultivée dans le deoan zone
tempérégChouinard et al., 2000). Des études paléontologiques ont révélé la préseénce

genreMalusa I'ére tertiairéChallice et Westwood, 1973)

l.1. Systématique :

Selon(Lafaonet al., 1996) le pommier est classé comme suite:
Regne: Plante

Embranchement: Spermatophytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe: Dicotylédones

Sous classe Maloideae

Ordre : Rosales

Famille : Rosaceae

Genre : Malus

Espece Malus domesticévar. Golden delicious et Royal Gala)

Ayant une origine inconnue, les pommes de consoromant été décrites pour la premiere
fois en 1803 par Borkhausen comme un hybride corepdérivé deMalus sylvestridill, de
Malus pumilaet de Malus praecoxBorkh. Elles sont cultivées sur tous legntinents a

I'exception de I'AntarctiquéLaufenberg et al 2003)

Pendant longtemps, les botanistes ont considérélaqpemmier constituait le sous genre
Malus au sein du genreyrus.L'appellation du pommier était aloPyrus malusLe pommier
est actuellement classé dans le geMieus qui seloiChevreau et Morisot, (1985)été

distinct du genré’yrus.D'apres(Redher, 1956) Le genreMalus comprend 25 a 30 espéces
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et plusieurs sous- espéces. De nombreux travaux effectués pour introduire par
hybridation chez le pommier cultivé des résistaraaes maladies. Ceci a condiibrban et
Skirvin, (1984) a dénommer le pommier cultivietalus domestica8 a 78 especes de pommes
(dérivées naturellement ou artificiellement) somrtues ; aujourd’hui et sont groupées selon
différents critéres tels que les caractéristiquespimologiques, les similarités de flavonoides,

les inflorescences, les feuilles etc.

I.2. Description botanique :

Le pommier est un arbre a feuilles caduques, kgl hermaphrodites et se développent

presque en méme temps que les feuilles, groupéergmbes de 5a 7piéces.

Trois structure se distinguent dans le fruit ateaivtissulaire I'épiderme (peau), le mésocarpe
ou parenchyme (chair) et I'endocarpe (zone cosi@@intenant les pépins, aussi appelé le
trognon). Le mésocarpe occupe la majeure partiéudu(c’est le tissu le plus consomme),
Les cellules de ces différents tissus sont cogstiude plastes, de pigments assimilateurs
(chlorophylle, caroténoides) et d’'une vacuole,apgupe 80 a 90 % du volume cellulaire.
Les vacuoles concentrent la majorité des compdegmfiques du fruit. (Figure 1).

restes des piéces florales

faisceaux conducteurs

endocarpe

dun carpelle
mésocarpe 4.0

graine = pepin

conceptacle devenu
charnu

pédoncule

Figure 1: Coupdongitudinale dans ufruit deMalus domestica(Korban et Skirvin, 1994).
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|.3. Caractéristiques générales :

Le fruit est une baie, c’est-a-dire un fruit charsans noyau dur. De saveur parfumée et
équilibrée (sucrée et un peu acidulée). Fruit ddbreamoyen, de couleur jaune tacheté de
brun, a la chair ferme, fine, juteuse et tres pade. Le fruit est relativement gros (200 a 280
g) et a une forme réguliére, tronconique a arrorfdionyme, 1989. Les expertises ont
démontrées qu’elle a une haute densité nutritiderfgthe en minéraux, oligoéléments, poly-
phénols et fibres); elle contient 85% d'eau etigipd ainsi a I'hydratation et a I'épanchement
de la soif, avec un faible apport calorique 52¢afiiGerhauser,2008)Les polyphénols sont
particulierement abondants dans certains fruits eema pomme, leurs teneurs peuvent
atteindre 500 mg / 100(@ugustin Scalbert, 2003).

La phénologie du pommier renferme une Epoque aaiflon en mois d’Avril, une époque de
maturité de fruit: au mois de septembre et une ép@gur I'échelonnement de la récolte : de

la fin du mois de septembre au début du mois dhyet¢2 a 3 semaines).

l.4. Propriétés pharmacologiques et thérapeutiguedes pommes :

La consommation de pomme participe au bon foncéorent intestinale, régule la flore
intestinale et procure une forte sensation detsédti€ontowicz etal., 2007 ; Mattes etal.,
2009). Les pommes ont une action antibactérienfigsht et al., 2010 ; Shinohara etal.,
2010),etrégulent la glycémie postprandiale lorsque edtm® consommeées avec la peau lors
d’'un repagHemminkiet al., 2010).

La pomme aide a la régulation du poi{®¥ao et al., 2001 ; de Oliveira etal., 2003 ; de
Oliveira et al., 2008gt la diminution du risque cardiovascula{g®shipura et al., 2001 ;
Hertoget al.,1993 ; Knekt etal., 1996); avec une action bénéfique sur des marqueurs du
risque cardiovasculaire chez I'animal ou chez I'nmen(Manach etal., 2005)et diminue le
taux de cholestéro(Hansen et al., 2009). De nombreuses études realisées, avec des
molécules anti-oxydantes de la pomme, des exilaitsulpe, de peau ou de pomme entiere,

in vitro sur des lignées cellulaires tumorales mwivo chez I'animal, ont montré une action
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significative sur différents facteurs de la cangérese ou du développement tum@¥ang
etal., 2009 ; Boyer etal., 2004)

Ces propriétés pharmacologiques et thérapeutiquesdsies a certain principes actifs situés

dans la pomme tel que:

Les polyphénols qui forment un groupe de compdsss divers se difféerenciant par le
nombre et I'enchainement des noyaux aromatiquesptebre et la position des fonctions
hydroxyles ainsi que par la présence de substguanh phénoliques de nature diverse
(Macheix et al. 2003).

Il. Les composés phénoliques de la pomme :

Dans la pomme, ils se divisent en deux grands @®ufes acides hydroxycinnamiques et les

flavonoides.

Il.1. Les acides hydroxycinnamiquesCeux rencontrés dans la pomme sont principalement
'acide caféique et l'acide para-coumarique (fig@e lls sont constitués d'un noyau
phénoliqgue substitué par une chaine propénoiquacigie en C3-C6). Tous deux sont
estérifiés le plus souvent par de l'acide quinigaar former l'acide 5’-caféoylquinique ou
acide chlorogénique, et I'acide para-coumaroylquie{Guyot et al., 1998; Sanoner et al.,
1999; Awad et De Jager, 2000)

Ri XN C\
HO ‘

Figure 2 : Structure d’hydroxycinnamique rencontrés dans larpe

[1.2.Les flavonoides :
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Les flavonoides sont constitués de deux cyclematiques (nommés A et B sur la figure 3),

reliés par une chaine de trois atomes de carbdrigibbement dans un hétérocycle oxygéne

(nommé C sur la figure 3).

Figure 3 : Structure générale des flavonoi@Bsyer et Liu, 2004)

lls sont classés en fonction du degré d’oxygénatiorcycle C et des différents substituants
des cycles aromatiques A et B. Les principaux tygeg$lavonoides de la pomme sont : les
dihydrochalcones, les flavonols, les flavanols chine et épicatéchine), ainsi que les
anthocyanes. Les dihydrochalcones, sont des hitésodérivés des chalcones (figure 4).
Elles sont représentées par la phloridzine et leghycoside de phlorétin@Alonso-Salces et

al., 2004).Elles sont minoritaires mais spécifiques des pos(®anoner, 2001).

OH

R—0 0
Figure 4 : Structure des dihydrochalcones de la pomme

Les flavonols: ce sont principalement des formes 3-O-glycosytiequercétol :

hyperoside (quercétol-3-O-galactose), isoquer@tfquercétol-3-O-glucose), reynoutrine
(quercétol-3-O-xylose), avicularine (quercétol-ZBinose), quercitrine (quercétol-3-
Orhamnose),

rutine (quercétol-3-rutinosefPrice et al., 1999). Dans la pomme, ils sont en partie

responsables de la couleur jaune de I'épidermentigmes variétéSanoner, 2001).
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Les flavan-3-ols de la pomme sont représentés par les catéchimasoMmeres de flavan-3-
ol) et les proanthocyanidines (polymeres de fla8an} :

- les catéchinesont représentées par la (-) épicatéchine, toujatgement prédominante, et
la (+)-catéchindGuyot et al., 1998 ; Sanoneegt al., 1999)

Les polyméres de flavan-3-osont constituées, dans la pomme de 95% de (-)tépltne, la

(+) catéchine est présente en unité termii@eyot et al., 1997) On les appelle alors les
procyanidines. Selon les variétés, les polymeéres se distinguetre eux par le rapport
épicatéchine/catéchine. lls constituent la classealyphénols la plus représentée dans la
pomme (44 a 90% des polyphénols totaux) aussi fem la pomme a cidréGuyot et al.,
1997)que pour la pomme a coute@@uyot et al., 2002a)

Les anthocyanessont présents dans les variétés de pomme dontala @& pigmentée en
rouge. Ce sont des hétérosides du cyanidol. ll§ mmponsables des pigmentations rouges
(Awad et al., 2000).

II.3.Propriétés des composés phénoliques :
a) Propriétés anti oxydante :
C’est la capacité de capter ou de piéger les raglitiares produits spontanément et d’'une

facon continue dans I'organisme vivant.

Les radicaux libres : sont des entités chimiques possédant un éleatmmn apparié«
célibataire» sur la couche périphérique du squeletbléculaire. Cet électron célibataire a
naissance suite a un apport d'énergie susceptibdrifisant pour entrainer la rupture des
liaisons entres les électronBoftabet, 2007 ;Lahoual, 2004 ; Hadi, 2004 ; Seris 2003.

Les radicaux libres sont doués d’'une forte réaétivqui peut mener a un désordre dans les
structures moléculaires, en oxydant les lipides bramaires, protéines cellulaires, les acides

nucléiques, et ainsi provoquant la mort cellulajkarfak, 2003 ;Boutabet, 2007.

b) Propriétés antibactériennes :
La thérapeutique des infections bactériennes sese lmmincipalement sur l'usage des
antibiotiques. La prescription a grande échellégmminappropriée de ces agents, a entrainée
la sélection de souches multi-résistantes, d’aadartance d’orienter les recherches vers la
découverte de nouvelles voies qui constituent uaerce d’inspiration de nouveaux

médicaments a base de plantes, sous forme de rigEmls®condaires dont les composés
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phénoliques, qui sont toujours utilisés dans I'stde alimentaire et cosmétique et comme
agents antimicrobiens en médecine populaire.

Les poly-phénols, notamment les flavonoidde®tannins, sont reconnus par leur toxicité
vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme deité peut étre lié a l'inhibition des
enzymes hydrolytiques (les protéases et les cadvolages) ou a d'autres interactions pour
inactiver les adhesines microbiens, les protéinestrdnsport et d'enveloppe cellulaire
(Cowan, 1999)

c) Autres propriétés biologiques des composés phénaligs :

1) Propriétés anti inflammatoires :
De nombreuses études semblent indiquer que lesnitdigdes possedent des propriétés anti
inflammatoires par l'inhibition de l'activité demzymes qui peuvent étre responsables des
inflammations, ils peuvent aussi moduler I'adhégi@s monocytes durant l'inflammation
athérosclérosique en inhibant I'expression des at&dtis inflammatoire@Gonzalez-Gallego
etal, 2007 d'autres flavonoides sont capables d'inhibestéiine Kim et al., 2009.

2) Propriétés anticancéreuses :

Depuis longtemps, on associe le cancer etpe thalimentation, de nombreux chercheurs
ont étudié le réle des nutriments dans le dévelogme des cancers.Des études montrent que
certains flavonoides particulierement ; lutéoligeercétine, kaempférol, apigénine, taxifoline
inhibent d'une facon marquée la lipogenese deslesltancéreuses, d'autres flavonoides sont
plutdt capables d'induire I'apoptogBecloitre, 1993, Hertog, 1996).

Toute foisCaltagirone etal.,(2000)in (Depeint etl., 2002)signalaient que I'inhibition des
différents stades de développement de cancetutét pssuréee par tous les flavonoides.
3) Propriétés antivirales :

L'activité antivirale des flavonoides contrevHdeut étre liée directement par leurs effets
sur les enzymes responsables de son réplicatioW-IHieverse transcriptase ou HIV-1
integrase) par ailleurs d'autres flavonoides manmitaune activité antivirale contre le virus
dinfluenza, HIV-1, HIV-2 Bylka et al., 2004). Quercétine, apigénine, catéchine et
hesperédine sont parmi les flavonoides caractéeséleurs propriétés antivirales contre onze
types de virus. Les flavonoides aglycones pouriws groupement hydroxyle libre en C3 ont
montré une bonne activité antivirale, les flavasesat généralement plus efficaces que les
flavones et les flavanones contre HIV-1 et HIVI2fas etal., 2008)

4) Propriétés antiallergiques :
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L'effet antiallergique est attribué a linfluenceesd flavonoides sur la production de
histamine. En effet, les flavonoides inhibent lenzymes, telles que I'AMP cyclique
phosphodiesterase et Ca2+ dépendante, respondaldkesibération de I'histamine a partir des
monocytes et des basophiles. L'activation de I'emzyaugmente le potentiel d'action de la
guercétine qui sera supérieur a celui du cromoggyda sodium utilisé comme médicament
en empéchant la libération de I'histamine et dsutsubstances endogénes qui causent
I'asthme(Marfak, 2003)

II.4.Emplois thérapeutiques des composés phénoligsiele pommes :

En ce qui concerne la pomme, de nombreux effetéftores ont été montréRoupas 2010,
Serra 2012) Les flavonoides de la pomme inhibent les cellti&s29 (Veeriah 2006)et ont

un effet sur le métabolisme du cholestéfthilakarathna 2012). La consommation de
pommesMarie Ménardriches en polyphénols permet de réduire l'inflamoratu colon de
rats transgéniquegCastagnini 2009). Plus précisément, les polyphénols de pelures de
pommes ont un effet antioxydant et anti-inflammaaiur les cellules Caco{Penis 2013)
effets qui pourraient étre associés a la préseadéadonoides qui inhibent la peroxydation
lipidique dans ces celluld®eng 2003) Les épidermes de pommes fraiches ont une capacité
d’'inhibition des cancer¢Ding 2004, Gerhauser 2008, Boateng 2012)es coproduits de
pommes riches en polyphénols présentent eux aussffat antiprolifératif(Tow 2011,
Fernandes 2013)Outre les polyphénols, d’autres molécules peupariciper aux activités
biologiques testées : les triterpénoides préseamts des épidermes de pomr(ésakiel 2012,
Serra 2010b) les polysaccharides qui agissent sur les celtdaeséreuses du col¢hni 2013,

Liu 2010) ou la vitamine C, le potassium et les fibres dgdenme qui ont une action
hypocholestérolémiantg Demigné 2003). Une molécule particuliere a une capacité
anticancéreuse déemontrée ces derniéres annéds| épgsagallocatéchine gallate qui réduit
la viabilité tumorale et induit 'apoptose de cédsi HT-29(Sanchez-Tena 2013, Kalaiselvi
2013, De Amicis 2013)

L'étude de la biodisponibilité des polyphénols densorps humain compléte les recherches.
Par exempleManach et al. (2005)rapportent I'ordre des différents polyphénols abés par

le corps humain. D’autres auteurs expliquent contrfempolyphénols sont absorbés par le
corps humain, les mécanismes de transformationlydages en méthyle, ainsi que leur
assimilation dans l'intestin jusqu’au métabolismgetémique(Scalbert 2000, Ziberna 2012,
Dauchet 2008, Kahle 2011, Vieira 2012).
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Notre étude s’est étalée sur une période de 5 miasit d’Avril jusqu'a Aout 2018. Les
différentes expérimentations ont été effectuées des différents laboratoires de Centre de
Recherche d'Analyse Physique et Chimique CRAPC BESMAIL (TIPASA) ainsi
laboratoire d’hygiene (BLIDA).

1. Matériel
1.1. Matériel biologique

1.1.1. Matériel végétal

Les fruits utilisés sont I'écorce et la pulpe demnd variétés de pommes&dlden
Delicious et Royal Galg. La quantité prise est de 03 Kg pour chaque téaisélectionnée
issue de la région de BENCHIKAOU W. Media.

1.1.2. Les micro-organismes
Pour mettre en évidence les -caractéristiques ambiiennes des composés
phénoliques des pommes, nous avons utilisé unosuppcrobien composé de 04 souches

bactériennes et 02 souches fongiques référenciéssmnié dans le tableau suivant :

Tableau 1: Microorganismes utilisés dans I'activité antimigienne.

Les souches Référence

Gram - | Escherichia coli
Laboratoire d’hygiéne de Blida

Bactéries Salmonella spp

Gram+ | Bacillus cereus

Staphylococcus aureus

Champignons Candida albicans
Aspergillus niger
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2. Méthodes
2.1. Etude phytochimique

2.1.1. Préparation des poudres:

L'étape de séchage a pour but d’abaisser la teareeau des fruits. Ces derniers sont
bien lavés avec I'eau du robinet et essuyés patissn. Nous avons séparé par la suite
I'écorce de la pulpe de chaque variété de pommenkdver les grains avec un coteau
désinfecté. Les parties sont coupées en fines llesn&lir du papier aluminium stérile et mises
dans I'étuve a une température de 60 £ 5 C° etdaisechés jusqu'a la stabilisation du poids

et peser.

Les fruits séchés sont réduits en poudre fineidd’d’'un broyeur électrique de marque
(Philips — facilio). La poudre résultante est tageipour I'obtention d’'une poudre homogene.
Ensuite elle est conservée a I'abri de I'air, etadeimiere dans des sachets en papier mis dans

des flacons en verre fermé hermétiquement.

2.1.2. Détermination de la teneur en eau :

Teneur en eau est la perte de masse mesurée daweenditions d’essai. Elle est
exprimée en pourcentage de la masse (grammes pOugrammes. La détermination de la
teneur en eau d’une fraction d’épreuve (21789 dpepB58g d’écorce de pomme de variété
GALA, et 25009 de pulpe et 374g d’écorce de pordmeariété GOLDEN), par dessiccation
sous une température de 60°C+ 5°C dans une étwsgu’fu I'obtention d’'une masse
pratiguement constantélwidwell et al., 2002.

La teneur est calculée par la formule suivante :

TE%= (poids a — poidsp)/ poidsa x100

o : poids de I'échantillon (fruit frais)

B : poids de I'échantillon (fruit sec)

TE %: teneur en eau exprimé en pourcentage
2.1.3. Extraction des composés phénoliques :

Cette étape consiste a extraire le maximum des esésgphénoliques contenue dans les
fruits (Ecorce et pulpe de pomme) en utilisant :

12
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a- la méthode d’extraction par Soxhlet qii consiste a introduire la poudre de fruits
(40g) dans la cartouche en papier filtre, cettenidee sera placée dans le Soxhlet surmonté
d’'un réfrigérant (Figure 5). L’avantage de ce typextraction est que le solvant condenseé,
s’accumule dans un réservoir a siphon, ce qui antgria durée de contact entre le solvant et
le produit a extraire. Quand le solvant atteintartain niveau, il amorce le siphon et retourne
dans le ballon en entrainant la substance dis¢@titéam, B.J., 2007).

En premier lieu, on verse 200 ml d'éther de pétdaas le ballon qui est porté a
ébullition. Aprés 2h et a raison de 07 siphonalgesplvant s’enrichi en substances solubles
c’est la phase de dilipidation.

Une concentration avec un évaporateur rotatif petfolgtention de la fraction lipidique
(pour notre cas nous avons éliminé cette phaseidipe). Le marc dégraissé par I'éther de
pétrole est repris par un mélange de (Méthanol/)) Bataison de (70/ 30) selon le méme
protocole et aprés une durée de plus de 10h eip@breage/45min nous avons récupéré la

fraction polaire.

Réfrigérant

Soxhlet

Cartouche +
papier filtre

Ballon

Chauffe ballon

Figure 5 : Extraction par le Soxhlé€original 2018)

b- Le fractionnement en phases a l'aide d’'une ampoul@ décompter

Cet extrait aqueux va subir des affrontements ¢ges solvants organiques qui
accélerent et augmentent le rendement d’extractien, passant par les étapes
suivantegAnonyme, 2002)

- Ether di-éthylique environ 10min

- Acétate d’éthyle environ 10min

13
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- Butanol durant plus de 30min

- L'extrait aqueux obtenu est versé dans une ampowécanter. Nous ajoutons 18ml
de I'Ether d’éthyle ; laissé décanter un momemggi’a la séparation des deux phases bien
distinctes. Cette étape permet d’extraire les génlibres. Nous ouvrons le robinet pour la
récupération de la phase aqueuse. Le méme volunseldant est ajouté a cette derniére a
chaque fois pour répéter I'extraction 3 fois.

La phase aqueuse obtenue a subi encore un affrentepar I'acétate d’éthyle qui
permet d’extraire les monosides. Le méme volumsaleant est ajouté a la phase aqueuse
pour répéter I'extraction st 3 fois.

La phase aqueuse obtenue subi un dernier affremtepar le n-butanol, elle nous
permet d’obtenir les di et les triglicosides. Cedtdraction est répétée aussi 3 fois. Une
évaporation rotative sous vide a une températuré0d® est effectuée pour les trois phases

organiques récupérées.

d

Figure 6 : a- Affrontement et agitatiob-Décantation de 2 phasesEvaporation a sec
a 40°C(Original, 2018).

Les quatre fractions obtenus (fraction éthériquation d’acétate d'éthyle et la fraction

butanolique et la fraction aqueuse épuisée) de ughdgch sont mises directement au

lyophilisateur pour faciliter la bonne conservataes extraits pures. (Figure 7)
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2.1.4. La lyophilisation
Cette technique permet d’obtenir un produit facéemmsoluble dans I'eau et qui, apres
addition d’eau présente les mémes caractéristiquese produit d’origine.

Figure 7 : Conservation des extraits fina(@riginal, 2018)
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[ 40g Matiére vegetalecht ]
ﬂ 200ml d’éther de pétrole

[ Dilipidation au soxhler ]

! J Méthanol/ Eau (70/30)

Extraction d’une fraction polaire
au soxhlet

ﬂ

[ Phase aqueuse 1 J <

v

+ Affrontement 3*(18ml Ether di-éthyle)

l v l Affrontement 3*(18ml acétate ttide)

B T T T T TN,
1 I

' Phase organique 2 (les monoside{s) Phaseaqueust 3 ]

¢ Affrontement 3* (18ml n-butanol)
__________ oy

i Phase organique 3 (les di-triglicosifies  Phase aqueuse épuisée ]

Figure 8: Protocole d’extraction des composés phénoliqaes st pur

a : William B.,2007 b : Anonyme 2002
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2.1.5. Calcul du rendement des extraits :

Le rendement de I'extraction est calculé par laiigde suivante

Avec :

m : la masse du ballon aprés I'extraction.

m, : la masse du ballon vide (avant I'extraction).
(m-my) : la masse de l'extrait sec.

mr : la masse totale de poudre végétale utilisée kizxtsaction.

2.1.6. La spectrophotométrie a Infrarouge:

L'analyse FTIR est basée sur l'absorption de laideminfrarouge par des transitions
vibrationnelles dans des liaisons covalentes etedle la composition chimique globale de
I'échantillon. Un spectre de composé chimique ast superposition de spectres de tous les
constituantdBoydston-white S. etal, 1999) De plus, les spectres IR tiennent compte non
seulement de la nature chimique des molécules, égagement de leurs conformations
(Goormaghtigh E. etal, 1994)

2.1.7. Analyse par chromatographie liquide a hautperformance :

L’'analyse est réalisée par un HPLC (YL. 9100). lesdin de savoir les profils et
d’identifier les composés individuels dans les a&ixdrexige le remplacement des méthodes
traditionnelles par des techniques séparativesPLEl est sans doute la technique la plus

utile pour caractérisés les composés phénoliques.

Le principe de la technique :

20ul de chaque extrait est injectés sur une coloemaarque « RESTEK » ; type phase
inverse C18 ; de dimension égale a 150mm * 4.6rhrmane porosité de 5um. La phase
mobile est constituée de trois éluants : phaseHRO : 1% Ac Acétique et Phase B:

méthanol grade HPLC.
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Le gradient d’éluant appliqué est comme suite :

Temps Phase A Phase B
0 95% 5%

55 5% 95%

60 95% 5%

Le débit est de 1ml/min. La détection a été efféetpar un détecteur a UV Visible a

une longueur d’onde égale a 254nm et a une temypérdé 25°C.
2.2. Evaluation des activités biologiques

2.2.1. Essai d’évaluation de l'activité antioxydard :

L’activité antioxydant des différents fractions demposés phénoliques de fruits de
pomme vis-a-vis du radical DPPH, a été évaluée « in vitro » parméthode de la
spectrophotométrie a UV visible, en suivant la cédun de ce radical qui s'accompagne par

son passage de la couleur violette a la coulemejavesurable a 517nm. (Figure 9).

o~ 4 | NN > 2
~~ + Antioxvdant-OH A A l + Antioxydant-O*

N _—1t N
Ne NH
ON | _NoO, ON_ | NO.
DPPH (violet) DPPH-H (jaune)

Figure 9: Réaction d’'un antioxydant avec le radical DPPH

Le pouvoir antioxydant des flavonoides testés aedtémé par comparaison avec un

antioxydant naturel qui est I'acide ascorbiqueawiine C).

Mesure du pouvoir piégeage du radical DPPH

a- Principe :

Dans ce test les antioxydants réduisent le diplpgryl-hydrazyl ayant une couleur
violette en un composé jaune, le diphénylpicryl#agihe dont I'intensité de la couleur est

inversement proportionnelle a la capacité des aydiants présents dans le milieu a donner
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des protongSanchez Moreno, 2002Lette décoloration est représentative de la capdeis

flavonoides a piéger ces radicaux libres indépenaamh de toutes activités enzymatiques.

b- Mode opératoire:

-préparation de la solution DPPH

La solution de DPPH (feH12NsOs, Mr: 394,33) est préparée par solubilisation de
2,4mg de DPPH dans 100ml de méthanol.

-préparation des échantillons:

Les échantillons ont été préparés par dissoluteamsde méthanol absolu. Nous avons
préparé des dilutions dont le but d'avoir difféemntconcentrations, ces derniéres sont
préparées comme suivant :

-préparation d’'une solution mere de I'échantillatOg/l pour 1ml de méthanol il faudra
utiliser 40mg d’échantillon.

A partir de cette solution mére (SM), nous avongppré des dilutions a des
concentrations plus faibles qui seront destinédsuénir des concentrations allant de 0 a
40mg/ml.

Le teste du DPPH est réalisé en suivant |lahoaét décrite pafMansouri et al.,
2005) ou 25ul de chacune de dilution des extraits éss&t de I'acide ascorbique sont
mélangées dans des tubes a essais avec 975 plstddutmn méthanolique de DPPH et
incuber durant 30mn a I'abri de la lumiére et dxygene atmosphérique et a la température
ambiante du laboratoire, 'absorbance est lue @Bl acide ascorbique a été utilisé comme
témoin.

Le pouvoir d’inhibition est exprimé en % et déteménen appliquant la formule suivante
(Wang etal., 2002)

% d’inhibition= (DO Témoin — DO Echantillon) / DO T émoin *100

L’IC50 a été déterminée pour chaque fraction.

2.2.2. Essai d’évaluation de I'activité antimicrobenne :

1. La méthode de diffusion

a- Principe:

Cette méthode permet la mise en évidence de l'affétnicrobien des extraits testés sur

des bactéries et des champignons, ainsi que landétdion de la résistance et la sensibilité
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de ces souches vis-a-vis les différents extragspriincipe de cette technique est le méme que
celui du test d’antibiogramme, dont les disqued stiargés d’antibiotiques et déposés a la
surface des milieux de cultures solides et ense@ésepar des especes bactériennes bien
déterminées. L’antibiotique commence a diffuser stws application sur le milieu de culture,
et pour favoriser la croissance bactérienne, casdeont incubées dans I'étuve pendant 24
heures ou plus selon la bactérie et 48h ou plus lesuchampignons. L'effet d’antibiotique
sur la croissance microbienne se traduit par lesgmrée d'une zone appelée « zone
d’inhibition » dépourvue des bactéries ou des ghgnons. Le méme principe est suivit dans

notre étude.

b- Protocole expérimental

Le test de susceptibilité a été effectué selandtéhode de diffusion des disques décrite
par (Dulger et Gonuz, 2004 ; Parekh et Chanda, 2007 ;d®a et al., 2008) Le support
microbien est composEscherichia coli, Salmonella sp@Bacillus cereugt Staphylococcus
aureus ainsi Candida albicans et Aspergillus nigegui ont été isolées de produits
pathologigues provenant de laboratoire de microlgiel du laboratoire d’hygiéne BLIDA.
Dans cette méthode, nous utilisons des disquesrdm @e diametre (Schleicher & Schuell
BioScience GmbH, Dassel, Germany). La méthode camepar le :

* Repiquage des espéces bactérienneges différentes especes microbiennes ont été
repiquées par la méthode des stries, puis incu&s°C afin d'obtenir des colonies isolées
qui vont servir a la préparation de I'inoculum.

 Préparation de l'inoculum : des colonies bien séparées des especes mianebien
concernées ont été prélevées a l'aide d'une arglatde stérile et homogénéisées dans 10 ml
d’eau physiologique puis portées a l'incubationdzent (18-24) heures a 37°C.

* Préparation des disques des disques de papier Wathman n°1 de 9 mm dectlie,
stériles (stérilisation a 120°C pendant 15 min patoclavage), sont chargés de l'extrait
naturel a tester a raison de 25uml, des disqueegnps de méthanol sont également utilisés
qui vont servir de témoin négatif.

* Préparation des milieux de culture: la gélose de Muller Hinton stérile préte a
'usage a été coulée dans des boites de pétrieestde 90 mm de diameétre. L'épaisseur de la
gélose est de 2 mm répartie uniformément dansdiéssh Ces derniéres doivent étre séchées

30 min a une température ambiante du laboratomatdeur emploi.
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* Ensemencement: des boites de pétrie stériles préalablement éesul sont
ensemencees par étalage a l'aide d'un rateawe stérisemencement s'effectue de telle sorte a
assurer une distribution homogéene des bactéridaide d'une pince stérile, les disques de
papier filtre contenant les produits a tester stitosés a la surface de la gélose inoculée au
préalable.

L'activité antimicrobienne est déterminée en teradeegliametre de la zone d'inhibition
produite autour des disques apres 24 h dincubgimur les bactéries et 48h pour les
champignons a 37° C.

» Expression des résultats L’activité antimicrobienne a été déterminée en masu
a l'aide d’'un Pied a Coulisse le diametre de laezdmhibition autour des disques :

Présence de zone claire autour de disque : préséamievité inhibitrice.

Absence de zone claire autour de disque : abseackvdé inhibitrice.

3. Analyses statistiques
Les résultats obtenues sont confirmé par une &iadistique a savoir le teste GLM par
le logiciel Systat ver.2007 qui étudier I'effet deaque facteur a part qui nous permet de faire

la comparaison entre nos différents extraits.

NB : la fraction etherique est utilisée uniquement ldesl'identification par HPLC a

cause de son trés faible rendement.
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I. Etude phytochimique :

I.1. Teneur en eau des pommes:
Les analyses de nos échantillons montrent querliés fleMalus domestica sont riches en
eau avec un taux d’humidité important compris ei®&o et 83%. La pulpe da Var.
Golden délicious renferme un taux de 83% et [I'écorce présenteiawss proportion
considérable de 76%. D’autre part la pulpe deR@ml gala renferme une quantité de 83% ;
tandis que son écorce présente un taux de 68%uréitP (a et b)).A la lumiere de ces

résultats, nous pouvons déduire que la teneur@ndi&re d’'une variété a une autre et de la
partie du fruit analysé a une autre.

La pomme fraiche est un fruit de composition comgleonstitué principalement d’eau
jusqu'a (85,6%) et de glucides (13,83dB5DA 2008).Elle est particulierement riche en fibres
avec une teneur moyenne de 2,4g/100g, en sels aninévitamines et acides organiques.
C'est résultats présentent la composition chimique/enne du fruit qui est susceptible
d’étre modifiée en fonction des variétés, du detgrénaturité des fruits, de ses conditions de
production et du stockage.

(a) Malus domestica Var.Golden delicious
Teneuren eaud' Ecorce Teneur en eau de pulpe

Ms MS —_

24% 17% |

EAU

83%
EAU
76%

(b) Malus domestica Var.Roval Gala
Teneur en eau d’ Ecorce Teneur en eau de pulpe
MS MS

32% 17%

EAU
68%

Ya

Figure 10 : (&)Teneur en eau du fruit déalus domestica Var. Golden delicious,
(b) Teneur en eau du fruit déalus domesticaVar. Royal Gala
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[.2. Rendement en extraits :

Les rendements relatifs a différentes fractioni®ioues pour les deux variétés a partir de 40

g de poudre végétale des fruits sont regroupésldaableau 2:

Tableau 2: Rendement en extraits;

Malus domestica
Var.Golden Delicious| Var.Royal Gala
Ecorce Pulpe Ecorce Pulpe
Masse de I'échantillon (g) 40 40 40 40
Rendement en |Acétate d’éthyle| 1.06% 0.075% 1.40%| 1.32%
extraits des Butanolique 3.03% 0.22% 3.28%| 0.52%
fractions (%) Aqueux 43.87%| 37.55% | 47.93%| 32.45%

Les résultats du tableau précédant révélent gqaefrhctions aqueuses présentent un
rendement le plus élevé variant entre 32 et 47 %, 3¢ soit pour les écorces ou pour les
pulpes. Par contre les extraits butanoliques o@ésgité un rendement moyen entre 0.22 et
3.28% dont les extraits butanoliques des écoroesIsaucoup plus élevés que ceux de la
pulpe. Par ailleurs, les extraits d’'acétate d’'éhght un rendement faible par rapport aux
autres extraits qui varie entre 0.075 et 1.40% pesiécorces et les pulpes.

L’Etude analytique par le teste GLM de l'effet deaque facteur a part nous a montré que la
variété n'a aucun effet sur la variation du rendeimem composés phénoliques, par contre la
partie du fruit utilisé pour I'extraction (pulpe oécorce) agi significativement sur le
rendement (p= 0,047). Le rendement le plus impoatenu est la fraction aqueuse, donc le
solvant produit une différence hautement signiiveaentre les rendements (p= 0,000) des

différents composés phénoliques. (Figure 11)

18 T T 20 T T 45 i T T
= 0,047 <r
16 I p= 0,000
16 - 1 129
14r 1 211 2
12 J 413 .
12 y &
i I
10 1 | 8 1 1 1 1 1 -
G.delicious R.gala Ecorce Pulpe Aqueux Butanol acétate
VARIETE PARTIE EXTRAIT

Figure 11:Analyse de la variance (test GLM) sur la variatites rendements selon la variété,

la partie du fruit et le solvant utilisé.
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Cette difféerence de répartition des polyphénolsnestquée dans le fruit et selon la zone
tissulaire considérée (pulpe, écorce). Par ailldarpomme est reconnue comme un produit
ayant des bienfaits pour la santé car, en plusadierseur élevée en fibres, des composés
phénoliques sont présents en grande quantité dacigag et dans sa peau (180 mg équivalent
acide gallique/100g fruit fraigBratet al., 2006).

D'une facon générale, plusieurs études sur le smjehtrent que la concentration en
polyphénols est plus élevée dans I'écorce que tapsipe du fruit(Burda et al., 1990 ;
Awadet al., 2000 ; Guyotet al., 2002).Cependant, les proportions des différentes cladses
composeés phénoliques sont tres variables selonalestés de pommes et selon les classes
considéréegSanoner, 2001A titre d’exemple; les flavonols sont majoritairenh présents
dans I'écorce(Price et al., 1999).Selon les variétés ce pourcentage varie de 63%a 97
linverse, la concentration en acides hydroxycinimpres est plus élevée dans la pulpe
(Guyot et al., 1998 ; Sanoner, 2001).

De plus, les extraits phénoliques de I'écorce amme représentent un taux important par
rapport a ceux de la pulpe. Ce qui concorde averEkultats Eberhardt et al., (2000) ou il

a trouvé que l'écorce de pomme contiendrait de dausix fois plus de composés
phénoligues et de deux a trois fois plus de flaide® que la pulpe.

Il est important de noter que nos résultats montgee les différents extraits de la variété
Royal Gala sont plus riches que ceux de la var&béden delicious.De nombreuses
disparités sont observées entre les variétés. AmBioyal Gala et la Fuji sont plus pauvres en
dihydrochalcones que la Golden delicious. I'écates variétés Golden delicious, Braeburn et
Granny Smith est bien plus riche en procyanidings celle des variétés Empire ou Fuji.
Concernant I'écorce des fruits, la teneur en flavdes apparait bien plus élevée dans les
pommes colorées (Braeburn, Empire Fuji, Cripps P{@uyot et al. 2002b; Song etl.,
2007).

|.3. Résultats de spectroscopie a infrarouge FTIR :
Dans ce travail, nous avons exploité les spectid® Fles difféerentes fractions (Gala et

Golden) pour obtenir une signature des changennegizboliques induits par ces molécules.

Les spectres FTIR pour les différents extraits éesrces et des pulpes Golden et Gala

(figures 12 «a et b ») et (figures 13 « a et montrent les pics caractéristiques suivants:
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3287cm'; 2931cm': 1643cm‘ 1342cmt: 1083cmt: 919cm® : 816cm! : 584 cmt

respectivement.

le 2C

18 18

16 16
g ] T
2 14 S 14
c [ONENN
S 12 S 12
o T |
= ] T
210 £ 10
S a
F 08 © 08

o
D

(@)
D

3301

2932,02

1248,81—

1411,24

1 \ — BPhiard Gldn woie 1 — PPhad A
1 8 — BPamseGidn o 1 ® - ol
« g FPanaseGA 2
2 G
40 HD I HD 40 5D 100 5040 FD I XFp A0 BBO 100 50
Nrtedou(Gr) NnedTe(Gn)
Figure 12 :a- Spectres IRTF des fractions d’écorce de Golden
b- Spectre IRTF des Fractions d’écorce de Gala
10
18+
Al.ﬂ' p;
S 2
7 14 ¢
g g
g 12 g
: ;
A [
E 10- E
" 08+
0.6 0.6
— PI'acétate GALA
el % —— PPagueuse GALA Ly 3
K —— PP hutansl GALA 5 & }
0.2 3 i 02+ ; gl
T T T T T T T T T ¥ T T T T T T T T
4000 30 3000 2500 000 1500 100 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Naaibié eiides (Cm'l] Nombre d'ondes ((Tm'l)

Figure 13 : a- Spectres IRTF des fractions de pulpe de Golden
b- Spectre IRTF des Fractions de @udle Gala
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Le 3287cmt et le pic de 2931 crhsont spécifiques au groupement OH et a la fréquenc
symetrique CH (fréquence d'étirement CH Le pic ayant la valeur de 164 3 cm-1 représente
la relation C=C; Le pic de 1342 cm-1 correspondgaaupement phénoliqgue OH; le pic

1083cm-1 correspond a la relation C-H, spécifiguedyau aromatique; le pic de 1044 cm-1
correspond au groupement cétone, tandis que lesdpi816 et 584 cm-1 correspondent aux

vibrations de déformation in-site8C-H.

l.4. Analyse chromatographie liquide a haute perfomance (HPLC) :
Les groupements de flavonoides contenus dans clexdyaét analysé ont été identifiés par la
comparaison des temps de rétention obtenus avedesuémoins utilisés. (Figurel4).

Les chromatogrammes d’HPLC des standards et desitexdont représentés ci-dessus :

v
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Figure 14 : Identification des polyphénols de I'extrait d’aatét d’éthyle d’écorce de pomme

Golden delicious

Les caractéristiques des pics sont présentées ldatableau 3pour les différents extraits
d’écorce de pomme VaGolden deliciousLe chromatogramme d’extrait d’acétate d’éthyle
est présenté en figure 14. Les autres chromatogesnaes différentes extraits des fruits

étudies sont en annexe 3.
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Tableau 3: Reésultats du chromatogramme d’extrait d’écorcepdenme Var. Golden
deliciousa 254 nm.

Extrait Composé Temps de rétention min| Proportiorfo
ETHERIQUE Resorcinol 10.2 21.2
1 12.5 3.3
2 17.6 4.6
3 19.4 2.6
Catéchine 21.2 1.9
Epicatéchine | 22.3 1.7
4 23.1 12.6
ACETATE A. Gallique 6.1 0.8
Resorcinol 10.4 14.4
1 23.1 3.8
A.Euleropeine| 32.1 3.9
Myrcitine 34.6 13.8
Quercitine 375 0.1
2 44.9 5.9
A.Oxacillique | 50.8 1.8
3 56 4.1
BUTANOLIQUE | A.Gallique 6.1 1.3
Resorcinol 10.6 3.6
1 18 2.8
2 23.3 2.9
Rutine 30.9 3.1
A.Euleropeine| 32 1.
Myrcitine 34.2 14.9
A.Cinnamique| 34.8 8.2
3 44.9 1.6
AQUEUX A.Gallique 6.1 6.7
Resorcinol 10.8 4.4
1 17.7 4.6
2 19.3 3.1
3 23 7.1
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Tableau 4 : Résultats du chromatogramme d’extrait de pulpgdenme VarGolden

deliciousa 254 nm

Extrait Composé Temps de rétention min | Proportiorf
ETHERIQUE A.Gallique 6.7 2.1
Resorcinol 115 6.5
Catéchine 21.8 1.7
1 23.6 3.5
A.P.Caumarique 25.2 2.7
Myrcitine 34.3 5.9
2 49.6 3.6
3 56.2 4.4
ACETATE A.Ascorbique | 3.8 14.8
Naringinine 38.9 12.4
BUTANOLIQUE | Myrcitine 34.4 55
Quercitine 37.5 0.6
Kaempferol 41.3 1.6
1 56.3 10.8
AQUEUX A.Gallique 6.2 9.1
1 27.6 34.2
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Tableau 5 : Résultats du chromatogramme d’extrait d’écorcpa®me Var.Royal Galaa
254 nm

Extrait Composé Temps de rétention min | Proportiorfo
ETHERIQUE Myrcitine 34.5 8.6
1 46.9 45.4
Anthrone 48.3 6.8
ACETATE Resorcinol 10.6 6.7
1 12.9 3.4
2 13.7 1.8
3 23.5 2.9
4 32.7 7.4
AM Anisique 33.5 3.2
Myrcitine 34.2 6.3
A.Cinnamique 34.9 5.3
5 35.2 14.2
6 38.3 2.2
Kaempferol 41.4 1.4
BUTANOLIQUE | A.Euleropeine 324 1.7
Myrcitine 34.4 4.9
Atrans2.4dimethoxy- | 39.2
cinnamique 1.4
A.Oxacillique 50.8 6.1
1 56.4 8.8
AQUEUX A Ascorbique 3.4 0.2
Resorcinol 10.4 2.9
1 19.3 3.1
2 23.2 5.1
Myrcitine 34.2 11.7
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Tableau 6 : Résultats du chromatogramme d’extrait de pulppalame Var.Royal Galaa

254 nm.

Extrait Composé Temps de rétention min| Proportior%

ETHERIQUE A.Vanillique 4.5 8.4
A.Syringinique 22.8 3
A.Euleropeine 32.6 3.7
Myrcitine 34 2.7
A.cinnamique 34.8 6
A.trans2.4dimethoxy 38.1 1.7
cinnamique
Naringenine 38.8 1.5

ACETATE A.Vanillique 4.5 5
A.trans-cinnamique 24.7 27.2
A.Salicylique 30 17.5
A.Cinnamique 34.8 2.2
1 35.8 3.2
Kaempferol 40 2.6

BUTANOLIQUE | A Vannilique 4.6 4.7
Resorcinol 10.3 0.4
Catéchine 21.7 0.4
1 27.6 10.7
2 39.4 7
Kaempferol 40.1 3.7
3 60.2 13.8

AQUEUX A.Ascorbique 3.7 4.3
1 24.6 2.4
2 27.5 19.8
A.Cinnamique 34.9 4.5
Kaempferol 41.6 0.5
3 45.3 11
4 46.8 2.8
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A la lumiere de ces résultats, nous constatonslegialifférentes fractions sont riches en
acides phénoliques et en flavonoides et cela est t& écorces et pulpes de pommes
étudiées.

Les résultats montrent la présence des acides [ipée® de dérivés d’acide benzoique tel-
gue l'acide Salicylique qui est présent dans lativa acétate d’éthyle de la PP Var Royal
gala, A. Vanillique qui est marqué par sa préselares différentes fraction du méme partie de
ce dernier, ou d’Acide cinnamique qui est plusralamt dans la Var Royal gala et ces
dérivés tel-que : Acide P Caumarique présent déh¥a&. Golden delicious. D’une maniere
générale ces acides phénols sont connus pour peopsiétés Antibactérien®idry et al.,
1982) AntifongiquegRavn etal., 1984t AntioxydantéHayase et Kato, 1984)

Les flavonoides appariant dans nos fractions it$ de type :

- flavonols telque : Catéchine qui est marqué papr&sence dans la fraction etherique des
deux parties du fruit de Golden, la QuercitineaebMyricitine qui appariant avec des quatités
bien abodante dans les écorces des deux Var etaplusoins abondantes dans les pulpes,
ainsi le Kaempferol qui apparait en trace dansdesx pulpes des deux Var. Se sont des
flavonoides qui jouent un réle d’Anti-oxydarftdirose Y, 1984)ou ils réduisent le stress
oxydatif, d"inflammation, d'athérogénése et denlatagenes€¢Kuzuhara T. et al, 2009)et
d’Antiviraux(Lee KH., etal, 2005).

- flavonones: Naringinine c’est des aglycones, ailg une activité anti-inflammatoire et
immuno-modulatrice, atténue [l'inflammation des woieaériennes induite par un
allergeng(Ying Shi., etal, 2009).

Les différences entre la composition chimique ebdsaits et selon les variétés choisies se
traduisent dans la richesse de ces extraits emplp@hols ainsi que le composant majoritaire

de chaque fraction.

Nous avons remarqué aussi que la fraction aquestide faction la plus pauvre en composés

poly phénoliques par rapport aux autres fractidreeka pour les quatre échantillons.

Les flavonols et les anthocyanes sont presqueusixeiment présents dans [|'écorce.
Quelques variétés comme ‘Red Delicious’ ou ‘Goldlicious’ ont de la quercitrine en
faible quantité dans I'écord&uyot, Marnet et al. 1998; Tsao, Yang edl. 2003)

Les flavanols sont généralement la classe majaithés composés présents dans I'ensemble

du fruit avec la présence d’'un grand nombre deyamidines plus ou moins condensées,

31



Chapitre 111 : Résultats et discussion

suivies des acides hydroxycinnamiques, surtouteptésdans la chair. Suivant la variété
considérée, lI'acide chlorogénique, I'épicatéchindaoprocyanidine B2 sont généralement les
composés majoritairgfodsedek, Wilska-Jeszka et al. 2000; Alonso- Sadce&Korta et al.
2001; Tsao, Yang et al. 2003).

On peut également noter une répartition tres imédalcertains composeés entre les différents
tissus du fruit. L'écorce est le compartiment qoitient la plus grande partie des composés
phénoligues du fruit (65% des polyphénols dosés [aouariété a cidre ‘Kermerrien’). Vient
ensuite I'écorce (24%), le trognon (10%) et enks pépins (1%JGuyot, Marnet et al.
1998) Ce classement ne tient cependant pas compte daill&a relative des différents
compartiments rapportés en milligrammes par gramdeesnatiére séche, I'écorce est le
compartiment le plus riche en composés phénoligggsi des pépins, du trognon (données
pour les variétés ‘Jonagold’ et ‘Elsta(Awad, De Jager efal. 2000).

Il. Activités biologiques des différents extraitsde pommes:

II.1. Activité antioxydante :

Les données de la littérature montrent une misévistence de certaines relations entre la
structure flavonoique et I'activité antioxydarfRICE-EVANS ,1995).

Pour ce test nous avons utilisé la méthode du pgegdu radical libre DPPH (2, 2-diphényle-

1-picrylhydrazyl).Pour cela, on a préparé une gaemmdilutions (0, 2, 4, 8, 16, 24, 32 et 40)
mg/ml pour l'acide ascorbique, et les différentstrats. Les résultats obtenus sont

représentés sous forme de droites (Figure 15, 18)etiont les équations sont présentées sur

les graphes:
¢ % d'inhibition Vit C
120
100 e
80

60

L)
A/: 9.6959x + 6.5413
40

/ R*=0.9/32
20
e

0 T T 1

0 5Concentration10 =

Figure 15: Activité antioxydante de Vit C
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Figure 16: Activité antioxydante des extraits V@olden delicious
(acétate d’'éthyle butanolique, aqueuse).
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Figure 17: Activité antioxydante des extraits VRoyal Gala

L’activité anti radicalaire de nos extraits est ixige en IGo. Pour chaque extrait, ¥gest
déduite de la droite d'activité correspondante.

Selon le tableau 7, [lantioxydant standard (Vit & montré une activité antioxydante
puissante avec une d€de I'ordre de 4.48 pug/ml. Tous les extraits prés@nune activité
radicalaire treés faible par rapport a la vitamineMais les extraits d’acétate d’éthyle sont les
plus actifs pour les deux parties du fruit de défées variétés (Tableau 7).

Il est important de mentionner que I'activité amtiydante de I'’écorce est plus importante que

celle de la pulpe pour tous les extraits et pesideux variétés.
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Les résultats de la phytochimie confirment la pnéseet la répartition de composés
phénoliques tel-que l'acide gallique et l'acide abique et des flavonoides tel-que la
myricitine et la quercitine dans les différenteacfrons, cela peut étre expliqué par la
structure différente des composés phénoliques siuiéément déterminant de leur activité.
Pour les acides phénoliques, I'activité antioxydaogmente proportionnellement avec le
degré d’hydroxylation et la présence de groupen@rtH-COOH (Balasundram et al.,
2006) Pour les flavonoides, la relation structure d@gtiantioxydante est généralement plus
compliquée que les acides phénoliques a causeatenplexité de la molécule de flavonoides
(Bors etal., 1997).

Tableau 7:Valeurs des I des différents extraits et témoin déterminéedetest au DPPH.

Extraits ICs0 (ng/ml)
Vit C 4.48
Var Golden EP Acetate 400.16
Butanolique 866.29
Aqueux 2705
PP Acetate 559.17
Butanolique 628.22
Aqueux 1165.09
Var Gala EP Acetate 395.4
Butanolique 413.7
Aqueux 1332.32
PP Acetate 903.66
Butanolique 572.5
Agqueux ND

Il.2. Evaluation de I'activité antimicrobienne par la méthode de diffusion des disques :
L’activité antimicrobienne des extraits est évalageés 24h d’incubation pour les bactéries
et 48h pour les champignons a 37C° et les résutaisreprésentés dans le tableau 8.

Le pouvoir antimicrobien de nos produits est obtgar la mesure du diametre de zone
d'inhibition en (mm) autour des disques contendil Z’extrait a une concentration de

20mg/ml.
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L’échelle d’estimation de l'activité antimicrobiearest donnée pgdMutai et al., 2009).Cet
auteur a classé les diametres des zones d’inhibif{ié.l) de la croissance microbienne en 5
classes :

v Trés fortement inhibitrices : @30 mm. +++

v Fortement inhibitrices : 21 mm@ < 29mm. ++

v" Modérément inhibitrices : 15 mm@ < 20mm. +

v' Légerement inhibitrices : 11 mm@ < 15mm. (+ou-)

v Non inhibitrices : @ <10 mm. (-)

Lors de ce test, nous avons utilisé des disquédndm) de diametre.

Tableau 8Valeurs des diametres des zones d’inhibition deiVaé antimicrobienne pour les

extraits d’écorce dévlalus domesticd/ar. Golden delicious

Extrait Extrait EP
MicroOrganism Acétate d’'éthyle Butanolique Aqueux
Z.I (mm) S| ZIl (mm) S| ZI (mm) |S

B Gram | Escherichia coli 00 -1 00 -1 15
- Salmonella spp 11 +| 15 1 14 +
B Gram+ | Staphylococcus 11 +|12 1 00 -

aureus

Bacillus cereus 00 -1 00 -1 00 -
CH Candida albicans 14 +| 00 -1 00 -

Aspergillus niger 00 - | 00 - 00 -

Z.l : zone d’inhibition ; S sensibilité

Les résultats du tableau 8 montrent que l'actidiéé extraits d’écorce d&alus domestica
Var. Golden deliciousst différente :

- L’extrait acétate d'éthyle est légérement inhibitede la croissance de 2 souches
bactériennes sur quatre testés. L’inhibition |égeést observée sur la souche bactérienne a
Gram™ deSalmonella sppet la souche a Gram+ &taphylococcus aureagec des diamétres
d’inhibition de 11mm. (Figure 18). Par contre au@ifet n’est marqué suEscherichia coli

et Bacillus cereus.
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Figure 18: Activité antibactérienne de I'extrait d’acétatétifyle d’EP VarGolden delicious

Pour les souches fongique, l'inhibition est moyeneeCandida albicang14mm) et nulle

pour I'especéspergillus nigefFigure 19).

Figure 19 : Activité antifongique de I'extrait d’acétate d’'gth d’'EP de pomme Vagolden
delicious

L’extrait butanolique inhibe la croissance de 2 cdms bactériennes sur quatre testés.
L’inhibition de la croissance de la souche a Graie Salmonella spgst modéré (15mm),
par contre celle de la souche & Gram+Sdaphylococcus aureusst une légere (12mm).
(Figure 20). Ce méme extrait n'a aucun effetEsseherichia coliet Bacillus cereuset sur

les espéces fongiques testés.
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Figure 20 : Activité antibactérienne de I'extrait butanoligti&P Var.Golden delicious

Nous avons remarqué qu'’il n’y a pas une différatesensibilité entre les bactéries a Gram+

et a Gram- pour les deux extraits (acétate d'étbybutanolique).

Tandis que, I'extrait aqueux inhibe la croissanes Hactéries Grama savoirEscherichia
coli et Salmonella spavec une zone d’inhibition modéré de 15mm etl4nspeaetivement.
(Figure 21).D’autre part, cet extrait n’a montré&au effet sur les bactéries Gram+ ni sur les

especes fongiques.

Figure 21 : Activité antibactérienne de I'extrait aqueux d’EBr. Golden delicious

37



Chapitre 111 : Résultats et discussion

Tableau9: Valeurs des diameétres des zones d’inhibitionatgiVité anti microbienne des

extraits de pulpe d&lalus domestic&/ar. Golden delicious

Extrait Extrait PP
pOrganismes Acétate Butanolique | Aqueux
d’éthyle
Zl(mm) | S|ZI(mm)|S|ZIl(mm)|S
B Gram - | Escherichia cali 00 -| 13 +|/ 00 -
Salmonella spp 13 +| 00 - 14 +
B Gram+ | Staphylococcus aureus | 00 - 13 x| 12 +
Bacilluscereus 12 +| 00 -1 00 -
CH Candida albicans 10 +| 10 +| 14 +
Aspergillus niger 00 -1 00 -| 00 -

Z.l : zone d’inhibition ;S: sensibilité

Les résultats de cette activité des différentsagtstde pulpe deMalus domestic&/ar. Golden

deliciouspeuvent s’expliquer comme suite :

- L’extrait d’acétate d’éthyle inhibe 2 souches baeténes sur quatre testés. Les résultats
du tableau 9 montrent une faible activité surdatérie Gransalmonella spf13mm) (figure
22 (a)) et sur la soucHgacillus cereug12mm) Gram + (figure 22 (b)). Par contre cet aktr
n'a aucune activité inhibitrice sur la souche baetéeEscherichia coliGram-, et la souche

bactérienne Gram$taphylococcus aureus. est a noter qu'il n’y a pas une différence de

sensibilité entre les bactéries a Gram+ et a Gram-

Figure 22: Activité antibactérienne de I'extrait d’acétatétiiyle de PP Var. Golden

delicious
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Cet extrait d'acétate d'éthyle a une léger adivuithibitrice sur la souche fongig@andida

albicans (Omm) et aucune activité saspergillus nigerfigure 23).

Figure 23 : Activité antifongique de I'extrait d’acétate d’gth de PP Var. Golden delicious

Au contraire, [I'extrait butanolique de cette pulde méme fruit inhibe la croissance
bactérienne dscherichia coliet de Staphylococcus aurews/ec une zone moyennement
faible de 13mm chacune (figure 24), mais aucunt affest noté surSalmonella spp et
Bacillus cereus.

Figure 24 : Activité antibactérienne de I'extrait butanoligde PP Var. Golden delicious

Sur la souche fongiqu€andida albicansune zone d'inhibition de 10mestmarqué tandis
gu’Aspergillus nigeest résistant (figure 25).
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Figure 25 : Activité antifongique de I'extrait butanolique d® R'ar. Golden delicious

L’extrait aqueux de ce méme Ech a révélé la rasistalEscherichia coli et Bacillus cereus
et la sensibilité d&almonella spp et Staphylococcus aurausc une zone d’inhibition de
14mm et 12 mm respectivement (figure 26).

Figure 26 : Activité antibactérienne de I'extrait aqueux de\R#.Golden delicious

D’autre part, la souche fongiq@andida albicansnarque une zone d’inhibition modérée de
14mmtandis que Aspergillus nigeest toujours résistant (figure27).

Figure 27 : Activité antifongique de I'extrait aqueux de PPrXGolden delicious
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Tableau 10: Valeurs des diameétres des zones d’inhibition’aliVité anti microbienne des

extraits d'écorce déMalus domestic&ar. Royal Gala

Extrait Extrait EP

pOrganismes Acetate Butanolique| Aqueux
ZI(mm)|S|ZI(mm)|S|ZI(mm)|S
B Gram - | Escherichia cali 00 -1 00 -| 00 -
Salmonella spp 00 -1 13 +| 00 -
B Gram+ | Staphylococcus aureus | 11 12 +| 00 -
Bacillus cereus 00 -1 00 -| 00 -
CH Candida albicans 00 -1 00 -| 00 -
Aspergillus niger 00 - | 00 -| 00 -

Z.l : zone d’inhibition ;S: sensibilité

Les résultats de l'activité antimicrobienne degsaitst d’écorce deMalus domesticavar.

Royal Galapeuvent s’expliquer comme sulit :

- L’extrait d’acétate d’éthyle a inhibé une seule@dwmbactérienne sur quatre testés en dépit
de leur morphologie et de leur Gram. En effed, ilne faible activité sur la bactérie Gram +
Staphylococcus aureuavec une zone d'inhibition de (11 mm) (figure 2®ous avons
enregistré une absence d'activité sur 3 souchaérizames, 2 souches a GramSalmonella
spp et Escherichia coéit une souche a GramBacillus cereus.

Figure 28 : Activité antibactérienne de I'extrait d’acétatétlyle d’EP Var Royal Gala

Méme résultats négative observés pour les sodohgijues.
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- L’extrait butanolique a révélé la sensibilitéS#@monella spp et Staphylococcus aureus
avec une zone d’inhibition de 13mm et 12 mm re$pectent (figure 29) et la résistance

d’Escherichia coli et Bacillus cereansi les souches fongiques testés.

Figure 29 : Activité antibactérienne de I'extrait butanoliqdi&P Var.Royal Gala

Tous les microorganismes testés ont marqué unetaBee vis-a-vis de l'extrait aqueux

d’écorce deMalus domesticd/ar. Royal Gala.

Tableau 11: Valeurs des diameétres des zones d’inhibition’asiVité anti microbienne des

extraits de pulpe d#alus domesticdar. Royal Gala

Extrait Extrait PP
pOrganismes Acetate Butanolique| Agqueux
Zl(mm) | S|ZI(mm)|S|Zl(mm)|S
B Gram - | Escherichia coli 00 - 11 + 00 -
Salmonella spp 15 + 13 + 00
B Gram+ | Staphylococcus aureus 17 + 11 + 00 -
Bacillus cereus 00 - 12 + 00 -
CH Candida albicans 12 * 10 * 00 -
Aspergillus niger 00 - 00 - 00 -

Z.l : zone d’inhibition ;S: sensibilité

Les résultats de I'activité des différents extrales pulpe de Malus domestica/ar. Royal

Gala peuvent s’expliquer comme suite :
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- L’extrait d’acétate d’éthyle montre une activitdiinitrice modérée vis-a-vis de 2 souches

bactériennes a savoBalmonella sppet Staphylococcus aureugvec 15mm et 17mm

respectivement (figure 30), mais Aucune activitésh’marquée suEscherichia coliet
Bacillus cereus.

Figure 30 : Activité antibactérienne de I'extrait acétate Hide de PP VarRoyal Gala

D’autre part, une activité légere est notée vissdav souche fongiqu€andida albicansavec

zone d’inhibition de 12mm (figure 31) et une rémise totale déspergillus niger pour cet
extrait.

Figure 31: Activité antifongique de I'extrait acétate d’éthyde PP VamRRoyal Gala

Les résultats obtenus de I'extrait butanolique dipg de Malus domesticd/ar. Royal Gala
ont montré une Iégere inhibition vis-a-vis toutes $ouches bactériennes a savoir les Gram- :

Escherichia coli et Salmonella sppavec une zone dinhibition de 11mm etl3mm
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respectivement et Gram Staphylococcus aurews Bacillus cereusvec une zone de 11mm

etl2mm respectivement (figure 32).

Figure 32: Activité antibactérienne de I'extrait butanoligte PP VarRoyal Gala

Ainsi une activité légére est notée standida albicansOmm (figure 33) et aucun effet
d’inhibition surAspergillus niger.

Figure 33 : Activité antifongique de I'extrait butanolique B® VarRoyal Gala
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L’extrait aqueux de pulpe deMalus domesticavar. Royal Galan’a aucune activité

antimicrobienne vis-a-vis les souches testées.

Tous nos extraits ont réagi positivement au maimaise des souches microbiennes testées ce
qui confirme que les extraits de fruits Malus domesticavar. Golden deliciouset Var.
Royal Galaprésentent des propriétés antimicrobiennes.

Les analyses statistiques effectuées par le lddggistat de 2007 ont révelé que les parties de
la pomme la pulpe et I'écorce ont le méme pousatimicrobien sur les souches testées :
bactériennes et fongigques et qui varie selon le tgp souches ou la différence est trés
significative (0.001).

Néanmoins, [I'extrait d’acétate d’éthyle a montaztivité la plus importante que I'extrait
butanolique et I'extrait aqueux mais avec une chif€e non significative, surtout sur la
soucheSalmonella sppui est habituellement issue des aliments nomtiges et provoques
des intoxications alimentaires qui induisent a &shydratation ou a des infections trés
dangereuse pour la santé humaine et la sd8tam@hylococcus aureugqui sont également les
premiers responsables des infections nosocomi@esod jours. Donc ces extraits sont une
alternative aux meédicaments habituels, pour lesquek résistance a été constatée, pour

empécher la prolifération de ces germes pathogam&s’homme.
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Figure 34 : Variation de l'activité antimicrobienne selon larfee du fruit, le solvant utilisé et la
sensibilité des souches microbiennes
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Du moment que certains flavonoides sont syntlets les plantes lors de l'invasion
microbienne(COWAN M., 1999), il est par conséquent logique, qu'ils agissennhmme
substances antimicrobiennes efficadasvitro contre les microorganisme@RRECIO et
al.,1989)

Les polyphénols notamment les flavonoides et l@ss$asont reconnus par leur toxicité vis-a-
vis des microorganisméBasli etal., 2012).

L’action inhibitrice des flavonoides sur la croissa bactérienne était étudiée patarzyna

et al., en 2007et ils ont démontré que de nombreux composeés rtaigoes (apigenine,
kaempferol et d’autres) sont doués d’'un effet inguarsur différentes souches bactériennes
(El Ajjouri et al., 2008)Nos extrait renferment certains composés flavorsiele acide
polyphénoligues démontré dans la partie analysegtophimiques. Donc, I'activité
antibactérienne des extraits observée, peut épigare par le mécanisme de toxicité vis-a-
Vis ces microorganismes, qui se fait soit par desractions non spécifiques telles que,
I'établissement des ponts hydrogenes avec lesipestéles parois cellulaire ou les enzymes,
la chélation des ions métalliques, I'inhibition thétabolisme bactérien, la séquestration de
substances nécessaires a la croissance des magtéroel et al., 2005).

Nous pouvons expliquer aussi ces résultats pariepliss études qui rapportent que les
différents composés flavonoides ont des proprigidmicrobiennes, notamment la
guercitine(Groot, 1998 ; Shan efal., 2007, Gatto etal., 2002, Bhattacharya etl., 2006,
Luis et al., 2006)et la catéchin€owan, 1999)Ohemengt al., (1993) rapportent que les
flavonoides pourraient exercer des effets antib@act® puisqu’ils se sont de puissants
inhibiteurs in vitro de 'ADN _ gyrase. Des étudésentes d&ato etal., (1995) ; Mliane,
(2004) ; Hatano etal., (2005) ont montré I'effet bactéricide de certains flavates sur
Staphylococcus aureus, notammesdrtains flavonols qui sont des molécules trésvesti
pour linhibition des germes testé@Sowan (1999)supposait que les flavonoides dépourvus
des groupements hydroxyles libres ont plus d’agtigntimicrobienne par rapport a ceux qui
en sont pourvus, ce qui conduit a une augmentat@meur affinité chimique aux lipides
membranaires, donc on peut supposer gue la cildemménne de ces flavonoides testés est la
membrane cytoplasmique. D’autre pgdMori et al., 1987)ils ont trouvé que les flavonoides
trinydroxylés 3,45’ sur le cycle B et substitués 3-OH sont néagss pour l'activité

antimicrobienne.
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Les teneurs en flavanes et leur degré de polyntiénssuivent un gradient croissant du cortex
vers fécorce de la pomme. Ceci pourrdigxliquer par’effet anti-fongique protecteur de
ces moléculefGuyot S., etal., 1998)
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Conclusion

L’introduction réguliere dans le régime alimentaice fruits ou de leurs extraits

biologiqguement active devient une des préventiassiples contre plusieurs maladies graves.
Parmi ces fruits nous avons les pommes que noussalwisies pour leur importance dans la
prévention des maladies cardiovasculaires. L’éta@st axée sur la valorisation d’'une espece

végetale locale a présence abondante en Algdeakis domestica, a travers la caractérisation

de sa composition chimique et la détermination deames propriétés biologiques de
différents extraits de pulpe et d’écorce de deuiétes différentes Golden delicious et Royal
gala.

Les résultats ont montré que la teneur en eaMalas domestica var. Golden delicious est
plus importante (de 83%/PP et 76%/EP) que cella dear.Royal gala (83%/PP et 68%/EP).
Ces taux permettent aux fruits de réhydrater efadditer I'élimination des toxines dans

I'organisme humain.

Les spectres FTIR des différents extraits écortgsilpes de pommes étudiées ont confirme
la présence des noyaux aromatiques, des groupasljghees, fréquence d'étirement £ées
groupes hydroxyligues et des fonctions cétones.usToes groupements confirment la
présence des composés phénoliques dans nos extraits

D’autre part, I'analyse qualitative par HPLC nougermit d’identifier certains composés
polyphenoliques surtout les acides phénoliquesdétivé d’acide benzoique tel-que I'acide
Salicylique et I'acide Vanilliqgue et ou d’acide namique tel-que I'acide P Coumarique et les
flavonoides tel-que les flavonols : Quercitine, Myme, Catéchine Kaempferol et les
flavonones : la Naringinine dans les deux typedrdis. Les composeés les plus abondants
sont les flavonols et les acides cinnamiques qui les propriétés Antibactérienne,
Antifongiques, Antioxydants, anti-inflammatoire attivirale. Ce qui demande alors une
augmentation de la consommation des pommes dtéxentif.

L’estimation de l'activité anti-oxydante des com@eghénoliques, s’est révélée trés faible
par rapport a la Vit ¢, mais plus importante pbextrait d’écorce de pomme par rapport a
'extrait de sa pulpe. Ainsi, la fraction d'acétaiééthyle est la fraction dont le pouvoir
réducteur est important par rapport a la fractiotabolique et la fraction aqueuse, ou cette
derniere présente la plus faible activité. Doncdasommation réguliére de ces fruits entiers
assure l'augmentation des antioxydants dans lescogpqui induit a la neutralisation des
radicaux libres et favorise I'élimination des sahses toxiques.

Tous nos extraits ont réagi positivement au moimause des souches microbiennes testées :

E.Coli, Salmonella spp, Saphylococcus aureus et Bacillus cereus, ainsi Candida albicans et
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Aspergillus niger ce qui confirme que les extraits de fruitshdaus domestica Var. Golden

delicious et Var.Royal Gala présentent des propriétés antimicrobiennes.

Il est important de signaler que la différence aitgbas marquer par rapport a la partie de fruit
étudier (écorce et pulpe) mais plus tét :

La nature de fraction dont nous avons noté querdatibn d’acétate d'éthyle a montré
l'activité la plus importante que fraction butampie et la fraction aqueuse mais avec une
différence non significative

Les souches testées dont nous avons noté queuekes bactérienne&almonella spp, et
Staphylococcus aureus et la souche fongiqueandida albicans ont été les plus sensible a nos
extraits. Nous constatons que ces derniers sontaliemative aux médicaments habituels,
pour les quels une résistance a été constatée,gnopi@cher la prolifération de ces germes
pathogenes pour ’lhomme.

Comme perspectives et en vue de poursuivre et fquptio ce travail, il serait intéressant de :
> Tester d'autres doses de composées phénoliqguesnaimipr d’autres variétés et de leurs
feuilles et écorce de I'arbre.

» Faire d’autres analyses telles que CCM, UV-visiblela CPG pour déterminer les
composés majoritires des flavonoides et ceux quiresponsable de I'activité biologique

> Evaluer I'activité anti-oxydante des flavonoideswitisant d’autres méthodes comme la
meéthode de réduction de Fer (FRAP).

» Evaluer I'activité antimicrobienne des flavonoides une gamme élargie de souches, en
utilisant plusieurs méthodes comme la méthode drdvéitmosphére.

» Etudier d’autres activités pharmacologiques desofiaides telles que les activités
antidiabétique, anti-cholestérol et anti-inflamniago

> Elaborer une préparation galénique ou cosmétiques daquelle seront incorporés les

flavonoides et apprécier ainsi son efficacité
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Annexe 1

> Appareillage, Verrerie et Milieux de culture

Appareillage Verrerie et Milieu de culture et réactifs

consommables

= Bain-marie = Ampoule a décanter= Gélose nutritive GN

= Balance analytique = Ballons (250-500ml) = OGA

=  Chromatographie = Bécher Réactifs utilisés :
liquide a haute¢ = Boites de pétrie = Eau distillée
performance (HPLC| = Flacons = Eau ultrapure

= Hote a flux laminaireg = Erlen Meyer = L’eau de javel

= Plaque chauffante = Pipettes Pastreurs = |’eau physiologique

= Etuve = Tubes a essai en = Ether di-éthylique
bactériologique verre = Butanol
(37°C) = Entonnoir = Quercitine

= Evaporateur rotatif =  Papier aluminium = Acétate d’éthyle

= Réfrigérateur = Spatule = AICls (chlorure

= Etuve = Papier filtre d’aluminium)

= Broyeur électrique = Disque d'imbibé d¢ = Acide ascorbique

= Spectrophotomeétre 9mm = Ether de pétrol
UV-visible = Seringues = Methanol

= Agitateur magnétique = Portoir pour tubes = Methanol grade HPL(

= Pied a coulisse = Eprouvette = Acide acetique

= Ultrason = Cuvette de

= Purificateur d’'eau spectrophotometre

= Spectroscope FTIR = Ciseau

= Soxhlet = Fiole

= Micro seringue
= Ecouvillons

= Cartouches pour

soxhlet

= Micropipettes

)



Annexe2

» Photos de quelques appareilles :

Etuve Evaporatootatif

HPLC Purificateur d'eau

Spectrophotometre UV-visible Spectrophotométre FTIR



e A v

Balance de precision Pied a case

Microseringue Micropipette



Annexe 3
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Figure 35: Identification des polyphénols de I'extrait d’aatéet d’éthyle PP Golden delicious
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Figure 36: Identification des polyphénols de I'extrait AqueR Golden delicious
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Figure 37: Identification des polyphénols de I'extrait butigoe PP Golden delicious
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Figure 38: Identification des polyphénols de I'extrait étlgeie PP Golden delicious
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Figure 39: Identification des polyphénols de I'extrait aquétik Golden delicious
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Figure 41: Identification des polyphénols de I'extrait étlggie EP Golden delicious
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Figure 42: Identification des polyphénols de I'extrait acétat’éthyle EP Royal gala
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Figure 43: Identification des polyphénols de I'extrait aquétRX Royal gala
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Figure 44: Identification des polyphénols de I'extrait buthgoe EP Royal gala
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Figure 45: Identification des polyphénols de I'extrait étlyere EP Royal gala
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Figure 46: Identification polyphénols de I'extrait acétatéttiyle PP Royal gala
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Figure 47: Identification des polyphénols de I'extrait aquétRR Royal gala
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Figure 48: Identification des polyphénols de I'extrait buthgoe PP Royal gala
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Figure 49: Identification des polyphénols de I'extrait étloggie PP Royal gala



