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Résumé
La valorisation des sous-produits du pommier dans le domaine scientifique se
veut prometteuse en se focalisant sur 1I’exploration de leurs propriétés biologiques. La
pomme et ses dérivés sont une source inépuisable en molécules bioactives, ils peuvent
constituer une alternative a I’utilisation des produits chimiques souvent accompagnes

d’effets secondaires nuisibles pour la santé humaine.

Ce projet de thése s’intéresse a la valorisation de différents échantillons de
vinaigre de cidre de pomme (VCP) collectés dans différentes régions du Maroc en vue
de les standardiser. Une étude ethno-pharmacologique a été réalisée sur les utilisations
du VCP dans la médecine traditionnelle Marocaine afin d’archiver le patrimoine et le
savoir-faire laissé en friche. La caractérisation physicochimique et phytochimique ont
été évalués. Le profil antioxydant a été déterminé en suite, en utilisant deux méthodes
complémentaires, la capacité antioxydante totale et le pouvoir antiradical DPPH.
L’effet antibactérien de différents échantillons du VCP contre cing souches
bactériennes et des études in vivo sur des modeles animaux ont été réalisés. Nous avons
ainsi examiné le pouvoir antidiabétique et hépato-néphroprotecteur du VCP contre les

complications induites par le régime hypercalorique et le peroxyde d’hydrogéne.

L’enquéte ethnopharmacologique nous a permis de recenser les différentes
utilisations traditionnelles du VVCP pour traiter différentes maladies en particulier celles
liées au systeme digestif et au systéme tégumentaire. L’analyse des résultats de la
caractérisation physicochimique des différents échantillons révélent que trois
échantillons (S1, S2, et S6) répondent aux normes de qualité emandées par la
Commission Codex Alimatarius et la législation Marocaine (Décret n°2-10-385, 2011)
avec des valeurs varient entre 5 et 6°. L’étude microbiologique a permis que les trois
échantillons exercent une activité antibactérienne importante avec des CMI allant de
0,781pl/ml a 3,125ul/ml. De plus, nos échantillons constituent une source considérable
de composés d’intérét biologique objectivée par une activité antioxydante intéressante.
L’analyse phytochimige du VCP (S2) montre qu’il est riche en acides
hydroxycinnamiques principalement I’acide trans-férulique (43,92%), I’acide férulique
(40,15%), et I’acide sinapique (3,88%), et en flavonoides comme I’arbutine (3,73%) et
I’apéginine (2,53%) comme composants majoritaires. L’évaluation des propriétés
biologiques du VCP (S2) in vivo montrent qu’il améliore le désordre métabolique

entrainé par le régime hypercalorique et présente un pouvoir antioxydant contre la

g



toxicité induite par le peroxyde d’hydrogene, ce qui confirme ses utilisations

thérapeutiques dans la médicine traditionnelle Marocaine.

La présente étude contribue a la valorisation du VCP au niveau de la région de
Fes-Meknes et celle de Deraa-Tafilalet. Le VCP est une source importante en molécules
bioactives avec un potentiel antioxydant et antibactérien fort. L utilisation du vinaigre
de cidre de pomme peut prévenir le désordre métabolique induit par le régime

hypercalorique et atténuer la toxicité entrainée par le peroxyde d’hydrogene.

Mots clés : vinaigre de cidre de pomme, activité antioxydante, activité
antibactérienne, activité antidiabétique, hépato-néphroprotecteur.



Abstract

The valorization of apple by products scientifically constitutes one of the basic
methods for revealing their biological properties. Apple and its derivatives are an
inexhaustible source of bioactive compounds of biological interest, they can constitute
an alternative to the use of chemical drugs which induce serious problems for human
health.

The present thesis is aimed to valorize apple vinegar collected from different
areas in Morocco. The first step is designed to carry out an ethno medicinal study of
apple vinegar in Fez-Meknes and Deraa-Tafilalet regions in order to archive the
heritage and know-how neglected. On the other hand, the determination of
phytocompounds of apple vinegars and their pharmacological properties including
antibacterial, antidiabetic, antihyperlipidimic, and antioxidant activities. Additionally,
the preventive potency of apple vinegar against hypercaloric diet and the toxicity of

hydrogen peroxide were evaluated in vivo.

The survey enabled us to identify the different traditional uses of apple vinegar
to treat different ailments especially those related to the digestive system. The
physicochemical characterization of vinegars revealed that the samples S1, S2, and S6
meet the standards according to Codex Alimentarius Commission and Moroccan
legislation (Decree no.2-10-385, 2011) with values vary between 5 and 6°.
Microbiological study showed that three samples exhibited good antibacterial effect
against different strains studied with MIC values ranging from 0,781ul/ml to
3,125ul/ml. Furthermore, all vinegar samples constitute an important source of
bioactive compounds objectified by an interesting antioxidant activity. Phytochemical
analysis revealed that ACV (S2) contains different bioactive molecules include trans-
ferulic acid (43,92%), ferulic acid (40,15%), sinapic acid (3,88%), arbutin (3,73%), and
apeginine (2,53%). Our sample (S2) constitute a considerable source of biological
compounds (Phenols and flavonoids) which provide an interesting antioxidant activity,

antibacterial potency, antidiabetic activity.

The current work contributes to the valorization of apple cider vinegar in two apple-
growing regions (Fez-Meknes and Deraa-Tafilalet). The outcomes have shown that our

vinegar samples are an excellent source of bioactive compounds with potent antioxidant



and antibacterial potentials. Therefore, the use of apple cider vinegar would have a very
beneficial effect in the prevention of metabolic disorders caused by high-caloric food.
Keywords: Apple cider vinegar, antioxidant activity, antibacterial activity,
antidiabetic effect, and hepatonephroprotector effect.
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Introduction générale

Le Maroc possede une tradition bien établie sur plusieurs produits transformes
transmise d’une génération a 1’autre a travers plusieurs décennies. Actuellement, les
produits locaux ont pu trouver un nouvel emplacement dans les stratégies et les
politiques agricoles Marocaines, en vue de leur valorisation. La valorisation et la

standardisation de ces produits constituent un sujet d’actualité pour plusieurs raisons :

- Le changement des modes de vie alimentaires ce qui suscite un intérét croissant
pour les produits de terroir.

- Le défi alimentaire n’est plus seulement d’ordre quantitatif mais aussi d’ordre
qualitatif

- L’exigence de la qualité des produits offerts sur le marché et leur standardisation
joue un role crucial dans la promotion de ces produits.

- La présentation des caractéristiques du produit, 1’aire géographique et la méthode
de son obtention contribuent au développement rural a travers la pérennisation du

revenu agricole des agriculteurs.

Les produits alimentaires traditionnels sont actuellement consommés et
appréciés par la population de certaines régions Marocaine et dans le monde. Au Maroc,
le VCP figure parmi les produits locaux fermentés tres prisé et souvent importé. La
transformation biotechnologique des pommes dans les industries agroalimentaires
constituerait une voie envisageable de valorisation du vinaigre de cidre de pomme dans

notre pays afin de mettre sur le marché une nouvelle gamme de VCP.

La technologie de bioconversion utilisée dans la préparation du produit repose
principalement sur le processus de la fermentation sous I’action des bactéries et levures
qui colonisent naturellement les matieres premiéres appelée aussi culture en surface
(méthode traditionnelle) ou bien par I’utilisation des cultures submergées (méthode
conventionnelle). Certes, ces sous-produits jouent un role important aussi bien au
niveau économique qu’au niveau de la sécurité alimentaire. Pourtant, les mauvaises
conditions de la préparation de ces produits et leur commercialisation par des voies
informelles constituent un vrai danger qui peut nuire a la santé humaine. Par
conséquent, la maitrise des processus de transformation et d’amélioration
organoleptique de ces produits permettent de produire des aliments de bonne qualité

qui respectent les normes nationales et internationales.



Dans le but de valoriser, d’améliorer les techniques de production et d’éliminer
les risques de contamination du vinaigre de cidre de pomme au niveau de la région de
Midelt et aussi au niveau national, nous avons envisagé d’étudier les qualités

physicochimiques et les propriétés biologiques de ce produit du terroir national.

Nos échantillons du vinaigre de cidre de pomme (VCP) ont éte prélevés a partir
de différentes régions du Maroc (Midelt, Azrou, Immouzzer kandar et Sefrou) afin
d’¢largir I’aire géographique de notre étude et d’évaluer ce bioproduit en fonction de
I’origine du fruit utilisé et le procédé de fabrication qui peut changer d’une région a une
autre. En outre I’originalité de cette étude réside dans le fait que c’est un travail pionnier
au Maroc aussi bien pour I’étude ethnopharmacologique de son utilisation en tant que
remede naturel par la population indigéne dans certaines régions du Maroc que pour les

caractérisations physicochimique et biologique du VCP.

De ce fait, nous nous sommes proposes de verifier les propriétés antioxydantes
et antibactériennes ainsi que les effets protecteurs du VCP contre les complications
induites par un régime hypercalorique, et le peroxyde d’hydrogéne chez les rats. A cet
effet, les objectifs de cette thése ont été définis principalement pour répondre aux

questions suivantes :

Le premier objectif : Quelles sont les différentes utilisations traditionnelles du
VCP ?

Le second objectif : Est-il possible de caractériser et de standardiser une telle
matrice aussi variable que le vinaigre de cidre de pomme de différentes origines
géographiques ? quel est I’impact de la technique de production du VCP sur ses

propriétés biologiques ?

Le troisieme objectif : Quelles sont les principales molécules bioactives
contenues dans nos échantillons du VCP ? et quel est leur degré d’activité antioxydante

pour piéger les radicaux libres ?

Le quatriéeme objectif : Est-il possible d’utiliser le vinaigre de cidre de pomme

comme un produit naturel pour éradiquer les microbes pathogenes ?

Est-ce que le VCP peut étre utilis€ comme solvant pour I’extraction des

molécules bioactives contenues dans une plante vedette : Rosa canina? qui se



développe naturellement au bord des vergers de pommier au niveau de la région de
Midelt.

Le cinquieme objectif : La nature est une pharmacie naturelle disposant d’une
panoplie de molécules bioactives et d’énormes vertus thérapeutiques. Le vinaigre de
cidre de pomme en tant que produit naturel, est-il capable de prévenir le désordre
métabolique induit par un régime hypercalorique ? est-il capable d’atténuer la toxicité

induite par le peroxyde d’hydrogene ?

Le premier chapitre de ce mémoire de thése est consacré a 1’étude
bibliographique concernant I’importance de la pomiculture et la valorisation des fruits
par le processus de la biotechnologie. Ce chapitre commence par une présentation de la
filiere de la pomme au Maroc. Il se poursuit par la mise en évidence de la chronologie
d’évolution de la superficie cultivée et I’importance de ce secteur au niveau
économique. La derniére partie du premier chapitre répertorie les différentes
possibilités de valorisation des pommes fraiches ou transformées et les principales

méthodes de la production du vinaigre de cidre de pomme.

Dans le deuxiéme chapitre nous avons décrit les différentes molécules d’intérét
biologiques contenues dans le VCP en mettant en lumiére les substances
biologiquement actives, nous avons ainsi criblé ses différents effets bénéfiques dans le

dernier chapitre de la premiére partie.

La seconde partie de ce manuscrit est consacrée a 1’étude experimentale, elle

comporte 7 chapitres :

- Etude ethnopharmacologique du vinaigre de cidre de pomme

- Etude physicochimique et étude phytochimique de deux variétés de pomme
(Golden delicious et Red délicious).

- Etude des propriétés physicochimiques, I’activité antioxydante et le pouvoir
antibactérien des VCP de différentes origines.

- Etude du profil phénolique du \VCP et son pouvoir extracteur.

- Etude des effets antihyperglycémique et antihyperlipidémique sur le modéle
animal.

- Etude de I’effet antioxydant du VCP in vivo chez les rats Wistar.



Par la suite, une discussion générale viendra confronter I’ensemble des résultats

obtenus dans ce travail de these.

Le manuscrit s’acheve par une conclusion et des perspectives de recherche qui

sont proposeées a la lumiere des avancées obtenues dans ce travail de these.



Partie I : Revue bibliographique

®.-.



Chapitre 1 : Pomme et ses sous-produits dans

l'alimentation humaine




I. Filiere de la pomme au Maroc
La pomme a été depuis les temps immeémoriaux le fruit le plus populaire au
monde, elle est intégrée dans 1’alimentation humaine quotidienne. Cette intégration est
due aux caractéristiques organoleptiques du fruit, la couleur, le gott et I’aréme etc. En
outre, la pomme peut étre consommée fraiche ou sous forme de produits transformeés

tels que le jus et le vinaigre.

La situation géographique du Maroc constitue un cadre naturel tout a fait
original, il se caractérise par différents bioclimats méditerranéens favorisant la
fructification de différentes espéces d’arbres fruitiers ainsi qu’une flore endémique
riche et variée (Ghanmi et al., 2011). La richesse géographique et climatique est
doublée par une richesse humaine et culturelle toute aussi grande par le contact continu
de I’homme avec son environnement naturel (Baudot et al., 1997). Le bassin
méditerranéen est une zone qui a été habitée pendant des millénaires, son écologie a été
fortement influencée par les interactions homme nature, augmentant la diversité des
paysages (Myers et al., 2000). Les principales productions du Maroc sont les agrumes,
les céréales, les pommiers, ...etc. La culture de pommes occupe actuellement une
superficie d’environ 63000 ha et se place au deuxiéme rang des rosacées apres
I’amandier (MAPM, 2014; Ousaaid et al., 2020; Sellika and Faysse, 2015). Les
premiers vergers commerciaux ont été développés en zones de montagnes (Midelt et
Azrou) qui se caractérisent par un hiver froid et long ce qui favorise le développement
et la fructification d’un certain nombre de cultivars. La culture de pomme a ensuite été
¢tendue a d'autres zones du pays (Khénifra, Meknes, Marrakech ...) (MAPM, 2014).



tonnes

Conformément aux données statistiques de 1’Organisation des Nations Unies
pour I’ Alimentation et I’ Agriculture, en 2013, la production Marocaine en pommes est
estimée par 583046 tonnes (Figure 1). Selon les données présentées au cours du 15eme
Salon International de 1’ Agriculture au Maroc (SIAM) la production nationale au titre
de la compagne agricole 2017-2018 a été de I’ordre de plus 700000 tonnes (Figure 1),
avec un rendement moyen de I’ordre de 14 tonnes/Ha selon Oukabli et al., (2011). Une
production, en effet, de 882000 tonnes en 2019, avec une dominance remarquable a
I’échelle de la région Draa-Tafilalt occupant une superficie de 39% avec une production
qui représente plus de 60% de la production nationale concentrée au niveau de la
province de Midelt (SIAM, 2019).
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Figure 1: L'évolution de la production des pommes au Maroc selon les
données de FAO.

Il. Biologie du pommier

1. Taxonomie du pommier
Le pommier est une espece pérenne a feuilles caduques, il appartient a I’ordre
des Rosales, famille des Rosacées, sous famille des Maloideae et au genre Malus. Le
pommier cultivé est un hybride interspécifique nommé Malus domestica ou Malus

pumila (Tableau 1).

La pomme cultivée au Maroc est une espéce hybride avec une longue histoire
complexe d’hybridation inter et intraspécifique (Korban and Skirvin, 1984). La famille
des Rosacées comprend de nombreux genres bien connus et appréciés avec des fruits

comestibles cultivés au niveau des zones tempeérées et jouent un rdle économique
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important surtout au niveau des zones montagneuses (Oukabli et al., 2011). Les
Maloideae constituent 1’une des nombreuses sous-familles des Rosacées réparties en
fonction du type de fruit produit, cette derniere comprend presque 1000 especes et 30
genres. Les fruits de ces espéces sont caractérisés par un fruit distinctif, les pépins, et
un nombre basique en chromosomes d’ordre de x=17 (Evans and Campbell, 2002;
Luby, 2003). La sous-famille des Maloideae comprend plusieurs espéces importantes
sur le plan commercial dont les pommes, les poires et certaines plantes ornementales et
médicinales (Shulaev et al., 2008). Des évidences scientifiques de la cytologie et la
morphologie ont montré que la sous-famille des Maloideae est le résultat d’une
hybridation entre un ancétre Spiraeoideae et un ancétre Prunoideae, suivie de la fusion
des gamétes non réduits pour former un organisme fertile (Currie, 2000). D’autre
chercheurs ont cru que les espéces résulteraient d’hybridations anciennes entre un
ancétre de x=8 chromosomes et d’autre de x=9 chromosomes suivies d’un

dédoublement du matériel génétique (Hancock, 2008; Luby, 2003).

Le genre Malus se compose de cing sections (Malus, Sorbomalus, Chloromeles,
Eriolobus, et Docyniopsis) distinguées a la base des caractéres morphologiques et des
similitudes en flavonoides (Phipps et al., 1990). Il comprend 25 a 47 especes, la
difficulté de délimiter le nombre des espéces a été signalée comme provenant de la
grande diversité génétique, du potentiel d’hybridation, la polyploidie et la présence
d’apomixie (Campbell etal., 1991). La majorité des cultivars de pommier sont diploides
2n=34, alors que certains cultivars sont triploides avec 2n=3x=51 (Janssen et al., 2008;
Pereira-Lorenzo et al., 2009). Les especes de la sous-famille des Maloideae sont le
résultat probablement d’une autopolyploidisation d’une progéniture de 9 chromosomes
en 18 chromosomes. Ensuite, il a été suivi d’une perte chromosomique produisant les
cultivars actuels qui ont 17 chromosomes alors que les autres sous-familles sont x=7, 8

ou 9 (Jorgensen et al., 2009).

Malus domestica comprend plus de 7500 cultivars de différentes origines mais
seulement quelques dizaines d’entre eux sont cultivés commercialement a 1’échelle

mondiale et la gamme s’¢largit au fil du temps.



Tableau 1: Position taxonomique du pommier selon (USDA-NRCS, 2012)

Regne Plantae
Sous-régne Trachéobiontes
Sous-embranchement Spermatophytes
Classe Magnoliopsides
Sous-classe Rosidées
Ordre Rosales
Famille Rosacées
Sous-famille amygdaloidées
Tribu Malées
Sous-tribu Malinées
Genre Malus
Espéece Malus domestica Borkh

2. Exigences climatoédaphique du pommier cultivé

Le pommier porte un appareil reproducteur hermaphrodite et ne peuvent pas
s’autopolliniser due a une auto-incompatibilité de type gamétophytique contrblée par
un seul locus multiallélique (Pereira-Lorenzo et al., 2009). Pour assurer une
pollinisation croisée, le verger doit comprendre au moins deux cultivars pollinisateurs
pour assurer une production stable. La transition du stade végétatif au stade
reproducteur des fleurs du pommier passe par plusieurs changements physiologiques
initiés a la fin d’été et se termine a la fin du mois d’avril (Dennis Jr, 2003).
L’enlévement de la dormance des bourgeons nécessite un refroidissement en
accumulant plus de 1000 heures a une température moins de 7°C (Oukabli et al., 2011),
ce qui explique la concentration de la pomiculture au niveau des zones montagneuses
qui fournissent les conditions propices pour le développement et la fructification de ces
espéces. Le refroidissement insuffisant durant I’hiver et 1’augmentation ou la
diminution de la température constituent des contraintes climatiques qui sabotent le
développement normal du pommier (Jackson, 2003). Le sol doit étre bien draine et
fertile & pH légerement acide.

1.  Importance économique

La culture du pommier au Maroc a été commencée depuis les années 20 avec

des variétés de pommier espagnoles qui se développaient dans les zones les moins
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froides (MAPM, 2014). Depuis, les régions de production du pommier au Maroc se
sont étendues, les régions de production importantes du pommier sont localisées dans
le Haut et le Moyen Atlas. Actuellement la superficie cultivée en pommier au Maroc
occupe environ 63000 ha ce qui représente plus de 22% de la superficie totale cultivée
dans tout le continent africain (MAPM, 2014; Ousaaid et al., 2020e).

Le secteur de pommier joue un réle tres important sur le plan économique. Cette
culture constitue en effet la principale source de revenu des populations des zones

montagneuses (Ait Ayach, Imilchil, Imouzzer kandar...).

Ce secteur offre plus de 40000 emplois qui s’étalent sur une période de plus
d’un mois (début de septembre jusqu’a la moiti¢ du mois d’octobre), ce qui donne a ce
secteur un poids économique intéressant (1 million et 800 milles journées de travail)
par la génération d’un revenu presque de 162.000.000 DH. (Le revenu total est calculé
en multipliant le nombre des journées de travail par le prix moyen de chaque jour).

Cette importante production sert comme un point de départ pour plusieurs
stratégies de développement du monde rural. La création des coopératives dans le but
de valoriser ce produit phare de la région de Midelt en le transformant en jus et en
vinaigre de cidre de pomme, et de renforcer la notoriété de 1’offre Marocaine en
produits bio locaux sur le marché national voir méme international en mettant en
exergue les atouts des zones montagneuses tels que la qualité, I’authenticité et la
diversité. Ces coopératives aident également a 1’amélioration du niveau de vie de la
population locale des zones montagneuses défavorisees. En outre, la transformation de
la pomme permet de mettre en valeur les récoltes a faible revenu par la diminution des

pertes lors de la récolte, le transport et le stockage des fruits.

IV. Valorisation de la pomme

1. Variétés cultivées au Maroc
La pomiculture au Maroc a été commenceée par un nombre restreint de variétes
d’origine étrangere. Elle est concentrée au niveau des zones montagneuses. Ceci est dii
aux besoins en froid hivernal nécessaire a la fructification de cette espece des rosacés
fruitieres. L’adoption de la culture en axe vertical permet d’¢largir la gamme des
variétés cultivées dont le Golden delicious (GD) représentait la moitié du nombre des
pieds par hectare (MAPM, 2014; Sellika and Faysse, 2015). De plus, Starking delicious
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comme variété pollinisatrice de GD se classe en deuxiéme position avec une proportion

de 14% de nombre de pieds cultivés par hectare (Figure 2 et 3).

Golden delicious
Starking delicious
Autres pommier
Anna

Golden 972

Gola

Lorka

Gala royale
Dorsset golden

ODOB000DRD

Figure 2: La proportion de chaque variété cultivée au Maroc en pourcentage de
nombre de pieds par hectare (MAPM, 2014).

Golden délicious Starking deélicious Red déiicious
Figure 3: Les variétés les plus cultivées dans la région de Midelt (Photos prises
a Ait Ayach).
2. Pomme fraiche
La pomme, fruit consommé depuis des milliers d’années, est aujourd’hui une
espece fruitiere de premiére importance mondiale tant au niveau, économique que
scientifique. Elle est classée au deuxiéme rang des fruits les plus consommés au monde
apres les bananes (Hyun and Jang, 2016). Le programme 5 fruits par jour commencé
depuis 1988 et qui s’est rapidement répandue dans le monde entier appelle la population

a consommer au moins 5 fruits par jour.

La globalisation dans les dernieres décennies avance a grand pas pour assurer
une grande disponibilité des pommes frais tout au long de I’année grace aux unités

frigorifiques. Les produits a base de pommes sont nombreux et diversifiés, parmi

12



lesquels on peut éenumérer les pommes conservées, les pommes fermentées, les pommes
séchées et le jus des pommes (Figure 4). Un certain nombre de pays s’orientent vers
I’industrie de transformation des pommes comme la Chine, les Etats unies, la France,
I’Espagne ... (“Les Producteurs de pommes du Québec,” 2017) qui reste par contre

faible au Maroc.

- Compote
F?j'lj'_‘f - Gelée
ConsErves - confiture
- Vinaigre de pomme
Fomme FPomme
) : la pomme -
fermentés séchie
-Poudre
- Jus clair Tus de
- Jus avec pulpe de fruit R
porme

- Jus concentré

Figure 4: Les produits obtenus a partir de la pomme (Mehinagic et al., 2010).

Par sa composition riche et variée et son apport énergétique faible, la pomme
est souvent considérée comme un fruit santé. Sa teneur en eau représente plus de 85%
de sa masse totale et I’essentiel de ses calories est fourni par les sucres qui représentent
presque 13%, principalement du fructose (44%), du glucose (5%), et du saccharose
(4%) (Jensen et al, 2009). La pomme posséde une large gamme de vitamines a
différentes concentrations (A, B, C, E) (Ferretti et al., 2014; Jensen et al., 2009).

Plusieurs études ont montré les effets bénéfiques des pommes sur la santé
humaine. En effet, d’aprés plusieurs études épidémiologiques faites au cours des
derniéres années, la consommation de pomme est corrélée négativement avec
I’évolution des risques de développer des maladies comme 1’asthme, le diabéte et
certains cancers ou certaines maladies liées au systeme cardiovasculaire (Boyer and
Liu, 2004; Ferretti et al., 2014). La richesse de la pomme en fibres et en composes

bioactifs serait la principale raison de ces effets protecteurs.
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3. Pomme transformée

La biotechnologie de conversion de la pomme recouvre 1’ensemble des
opeérations qui, du conditionnement a la transformation, ont pour role de conserver les
propriétés organoleptiques des fruits sous différentes formes. Au Maroc, la
transformation des fruits est négligeable et constitue 1’une des voies envisageables pour
la valorisation de la pomme dans le but de mettre sur le marché de nouveaux produits
a intérét alimentaire et économique importants tels que : le jus, le vinaigre, la confiture,
la compote... vu que la disponibilité des fruits frais tout au long de 1’année nécessite

surtout une meilleure conservation.

3.1. Jus

Selon la norme générale CODEX STAN 247 des jus et nectars de fruits “’Le jus
de fruits est le liquide non fermenté, mais fermentescible, tiré de la partie comestible
de fruits sains, parvenus au degré de maturation approprié et frais ou de fruits conservés
dans des conditions aseptiques par des moyens adaptés et/ou par des traitements de
surface post-récolte appliqués conformément aux dispositions pertinentes de la
Commission du Codex Alimentarius (FAO-WHO, 2005). Le jus est une denrée peu
transformée possede les caractéristiques nutritionnelles, chimiques, physiques et
organoleptiques du ou des fruits dont il provient, encadrée par une réglementation
specifique (Décrit n°2-15-306, 2016). Comme il y’a souvent une consommation
restreinte de fruits par la population, le jus de fruits constitue une bonne alternative pour
pallier a cette sous-consommation qui est en relation étroite avec 1’apparition d’un
certain nombre de maladies dont le risque d’attraper un cancer (He et al., 2007; Riboli
and Norat, 2003; Steinmetz and Potter, 1996)

La production du jus de fruits se déroule a travers plusieurs étapes optimisées
afin d’assurer une meilleure productivité tout en gardant les qualités organoleptiques et
nutritionnelles du fruit (Figure 5). Il existe différentes formes du jus, le jus avec pulpe
de fruits, le jus concentré, le jus clair... Le jus obtenu immédiatement apres 1’extraction
peut étre également nommé ‘’naturel’’ par sa composition riche en petite particules
insolubles telles que les fragments des cellules végétales, des protéines et des pectines

qui rendent le jus trouble (Kilara and VVan Buren, 1989).

La clarification du jus qui est une étape importante dans les processus industriels

de la production des jus et qui a un impact sur la teneur des jus en molécules bioactives
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comme les polyphénols dont les activités antioxydantes sont importantes (Alper et al.,
2011; Oszmianski and Wojdy\lo, 2007).

Matiéres premiéres

l

Tri et lavage des fruits — Fruits abimés —— Alimentation animale
, !
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Figure 5: Diagramme de fabrication des jus et nectars selon Braesco et al.,
(2013).

3.2. Confiture de pommes
La confiture des fruits est définie par I’article 8 d’ Arrété viziriel du 5 mars 1928
(35-ARV.03-1928) ‘’la dénomination confiture est réservée aux produits obtenus
exclusivement avec des fruits frais ou desséchés ou du jus des fruits, conservés sans
addition d’antiseptique autre que I’anhydride sulfureux, il ne doit rester aucune trace de
ce dernier dans le produit prét a étre mis en vente’’. Le procédé de la fabrication de la

confiture comprend un certain nombre d’étapes successives illustrées sur la figure 6 :
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Figure 6: Diagramme de la fabrication des confitures selon Albagnac et al.,
(2002)

3.3. Vinaigre de cidre de pomme
% Historique

Le vinaigre est I’un des produits naturels qui a une longue histoire médicale, sa
consommation était utilisée comme remede contre le diabéte avant I’avénement d’une
thérapie pharmacologique hypoglycémiante (O’Keefe et al., 2008). L’utilisation du
vinaigre pour traiter différentes maladies remonte a Hippocrate (Johnston, 2009). Les
anciennes prescriptions decrites dans le livre chinois Fifty-Two diseases (Chen et al.,
2016a) montrent I’utilisation du vinaigre pour contrdler la glycémie. L’impact du
vinaigre sur la glycémie a jeun a été étudié pour la premiéere fois par Ebihara and
Nakajima, (1988). Une diéte qui contient 2% d’acide acétique réduisait
significativement la glycémie des rats aprés I’ingestion de I’amidon (Ebihara and
Nakajima, 1988). D’autres preuves scientifiques soutenaient I’effet hypoglycémiant du
vinaigre, qui a été lié¢ au controle de la satiété et a I’apport alimentaire réduit (Johnston

etal., 2013, 2004).

Les caractéristiques organoleptiques du vinaigre (dont la couleur et 1’ar6me)
sont étroitement liées a la matiere premiére (Solieri and Giudici, 2009). En effet, le
vinaigre est reconnaissable grace a ses propriétés comme 1’odeur, le gott piquant, et
I’astringence. Il posséde une histoire qui date de plus de 5000 ans, sa découverte est
étroitement liée a la production du vin par les observations de Louis Pasteur et de ses

transformations apreés son altération (Pasteur, 1868).
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Ce bio liquide constitue un patrimoine culturel de plusieurs civilisations, les
Egyptiens étaient probablement les premiers a découvrir et a utiliser le vinaigre, appelé
a1I’époque HmD (habituellement prononcé ‘hemed;’) (Mazza and Murooka, 2009). Les
Sumariens avaient une connaissance considérable concernant la préparation des
légumes ou des viandes marinées avec du vinaigre
(https://versatilevinegar.org/vinegar-lore/). Les Babyloniens 1’ont utilis¢é comme
condiment et conservateur, ils ont aromatisé le vinaigre par des plantes aromatiques et

les épices (https://versatilevinegar.org/vinegar-lore/)

Les qualites médicinales du vinaigre sont évoquees par Hippocrate et
probablement était 1’un des premiers remédes utilisés contre un certain nombre de
maladies (Cope, 1958; Mayer, 1951; Sonnenfeld et al., 1999).

Les premieres productions industrielles ont été commencées vers 2000 av.J.-C.
Le vinaigre n’est pas considéré comme un aliment a cause de sa faible valeur

nutritionnelle (Solieri and Giudici, 2009).

Dans la culture musulmane, la signification du vinaigre a été établie selon le
hadith raconté par Aisha, qu’Allah soit satisfait d’elle, que le Prophéte, que la paix et
bénédiction de dieu soient sur lui, a déclaré “’Le meilleur des condiments est le
vinaigre’’ (ibn Al-Hajjaj and al-Husain, 2007). 1l a dit aussi (bénédiction et salut soient
sur lui) “’que Allah le Tres Haut bénisse le vinaigre parce que c’était la sauce des

prophétes avant moi’’. Rapporté par Ibn Madja (3318) et Dhaif al-Djami (5973).

Liie Lo 21 gl calaly) adal Jlo al s agle & Loa 4 g ) o) Lagie il uay il die G0 yila
AN Al aad (JAY) Al and s Jsiys4n JSG Jrad cay lend JaN )

aloa ol 55, JAI Al gl adl) aad; J alu g anle Bl oo i) G clgie A ) Adile o

En incitant les musulmans a consommer le vinaigre apres |’interdiction de
I’usage du vin, cela s’atteste dans la parole du Prophéte (bénédiction et salut soient sur
lui) :>’Tout ce qui entraine ’ivresse est khamr et tout est interdit’” (Rapporté par
Mouslim, 2003). La culture islamique accordait une grande importance au vinaigre par
I’étude de ses propriétés chimiques par les alchimistes islamiques du 8°™ siécle. Jaber
Ibn Hayyan (vers 721-815 apres J-C) était 1’un des scientifiques qui a été désigne

comme le pere de la chimie et a pu extraire 1’acide acétique par la distillation du
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vinaigre, ainsi que 1’acide citrique et de I’acide tartrique a partir des résidus de la

vinification (Mazza and Murooka, 2009).

Dans son livre nommé °’Al-Quanon fit Tibb’’ ‘la loi de la médecine’” d’Iben
Sina ou Avicenne (980-1037) mentionnait aussi les propriétés du vinaigre tant que :
agent de coagulation, calmant des maux de téte, expectorant, guérit aussi les brilures

et les inflammations cutanées (Mazza and Murooka, 2009).

Le vinaigre a été utilisé comme un agent antiseptique, selon le dictionnaire
d’histoire de la pharmacie, le vinaigre des quatre voleurs a été utilisé contre la peste des
années 1720 a Marseille (Harant et al., 1963).

Au cours de la guerre civile américaine, le vinaigre a été utilisé comme
traitement de scorbut et comme traitement des blessures au cours de la premiére guerre
mondiale (https://versatilevinegar.org/vinegar-lore/). Par la suite, Pasteur en 1872
dévoilait le mécanisme de la transformation du vin en vinaigre sous l’action des
microorganismes vivant a la surface du liquide et entrainant la fermentation acétique,
cette couche il I’appelait la meére du vinaigre. Cette transformation spontanée en pleine
air constitue la méthode artisanale de la production du vinaigre appelée aussi la méthode
d’Orléans (Pasteur, 1868). Indépendamment de la matiére premiere, le vinaigre issu

d’un processus artisanal posséde en particulier des vertus thérapeutiques intéressantes

(Budak et al., 2014).

% Réglementation
Selon le Décret n°2-10-385, (2011), la dénomination ‘’vinaigre’’ est réservée
au produit obtenu exclusivement par le procédé biologique de la double fermentation,
alcoolique et acétique, de liquides ou d'autres substances d'origine agricole.

Etymologiquement le mot vinaigre c’est de vin et aigre “’vin rendu aigre’’ qui
est un liquide a gott fort issu d’une double fermentation, alcoolique et acétique. D’ apres

le méme décrit susdit, il existe plusieurs types :

+ Vinaigre de vin : le vinaigre obtenu seulement a partir de vin par le procédé
biologique de la fermentation acétique ;
+ Vinaigre de fruits ou de petits fruits : vinaigre obtenu a partir de fruits ou de

petits fruits par le procédé biologique de la fermentation alcoolique et acétique ;
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Vinaigre de vin de fruits ou de vin de petits fruits : vinaigres obtenus a partir
de vin de fruits ou de vin de petits fruits par le procédé biologique de la
fermentation acétique ;

Vinaigre de cidre : vinaigre obtenu a partir de cidre par le procédé biologique
de la fermentation aceétique ;

Vinaigre d'alcool ou de table : vinaigre obtenu a partir dalcool de distillation
d’origine agricole par le procédé biologique de la fermentation acétique ;
Vinaigre de céreéales : vinaigre obtenu sans distillation, a partir de n'importe
quelle céréale dont I'amidon a été transforme en sucres par d'autres agents que
les seules diastases de I'orge malteé ;

Vinaigre de malt : vinaigre obtenu sans distillation a partir d'orge malté, avec
addition éventuelle de céréales dont I'amidon a été transformé en sucres
uniquement par les diastases de I'orge malté ;

Vinaigre de malt distillé : vinaigre obtenu sous pression réduite du vinaigre
de malt comme défini ci-dessus. Ce vinaigre ne renferme que les constituants
volatils du vinaigre de malt a partir duquel il est obtenu ;

Vinaigre épicé ou vinaigre aromatisé : vinaigre défini aux paragraphes ci-
dessus additionné d'herbes condimentaires ou d'ardbmes naturels ou d'autres

ingrédients autorisés par la réglementation en vigueur.

La teneur acétique minimale des vinaigres est fixée a 6 grammes d'acide

acetique pour 100 mL. La teneur en alcool résiduel des vinaigres est limitée a 0.5%

en volume, sauf pour les vinaigres de vin dont la limite est fixée a 1% selon ’article
3 du (Décret n°2-10-385, 2011).

Processus de la fabrication du vinaigre

Dans la littérature, la société sous le nom ‘’Vinaigriers moutardiers sauciers

distillateurs en eau-de-vie et esprit-de-vin buffetiers’” a été probablement la plus

ancienne société spécialisée dans la production du vinaigre a Orléans enregistré le 28

octobre 1394 (Mazza and Murooka, 2009). Au cours de cette période, la recette de

préparation du vinaigre a été le secret du vinaigrier et semblait inconnue pour les

débutants (Bourgeois and Barja, 2009). Christian Hendrik Persoon, en 1822, a repris

les idées de Fabroni et Chaptal, il a indiqué que la production du vinaigre est due au

film qui se forme a la surface du vin laissé a I’air libre. Il a supposé qu’il s’agissait d’un

champignon nommeé Mycoderma (Bourgeois and Barja, 2009). Le chimiste allemand
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Dobereiner a publié I’équation de la transformation de 1’alcool en acide acétique en
présence d’oxygene, et il a décrit la mere du vinaigre comme un voile qui se forme a la
surface du vin composé de bactéries acétiques (Bourgeois and Barja, 2009). Par ses
études sur le vinaigre, Pasteur a publié son célébre rapport, en 1864, sur la fermentation
acetique et il a pu expliquer les véritables mécanismes de la préparation du vinaigre

(Bourgeois and Barja, 2009).

Le vinaigre peut étre produit par I’utilisation de différentes méthodes et a partir
de plusieurs matieéres premieres contenant de 1’amidon ou du sucre par une double
fermentation (Solieri and Giudici, 2009). Les matiéres premieres les plus courantes sont
les pommes, les poires, les raisins, le miel, les sirops, les céréales, les amidons
hydrolysés, la biere et le vin (Solieri and Giudici, 2009). Les microorganismes
impliqués dans les différentes étapes de la transformation sont ceux qui colonisent les
matieres premiéres (les légumes et fruits) tels que : les bactéries lactiques, les levures,
les moisissures et les bactéries acetiques (Solieri and Giudici, 2009). La production
traditionnelle du vinaigre nécessite une longue durée de maturation dans des futs de
bois pour avoir une acidité élevée et résultant un produit relativement cher. Donc le
recours aux nouvelles technologies constitue une alternative pour avoir des vinaigres
presque de méme qualité en temps plus court et moins cher (Tesfaye et al., 2002).
Boehaave Hermann a pu inventer un procédé automatisé d’acétification continu qui a
été le plus moderne a 1’époque et présentait un outil pour comprendre I’importance de
I’air dans le processus de la transformation (Bourgeois and Barja, 2009). La figure 7

constitue une représentation schématique des étapes d’élaboration du vinaigre avec les
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deux méthodes de base (la culture en surface et la culture submergée) selon Tesfaye et
al., (2002).

f A

Matiere premiére riche en sucre

1

s A

Production du mout

¥
Inoculation de la levure
* saccharomyces cerevisiae
3% avec/sans macération

¥

Processu.s arhsan.al fle la Fermentation pendant 7j 4 25C° Processu.s mdustr.lel .de la
production du vinaigre . ) production du vinaigre

l Reéinstallation

Acétification par culture en surface dans des fiits de Acétification par culture submergée avec
bois oxygénation simultanée

Inoculation par un vinaigre prét, rapport 1/3 Inoculation par un vinaigre prét, rapport 1/3

Fermentation acétique pendant deux mois a Fermentation acétique pendant 20-24h &
25¢e 30C°, oxygénation 60L/h

Maturation Maturation

Emballage Emballage

Figure 7: Les méthodes générales de la production du vinaigre selon Tefsay et
al. (2002), Budak et al., (2014).

V. Production du vinaigre de cidre de pomme (VCP)

1. Au niveau mondial

Le vinaigre de cidre de pomme constitue 1’un des produits les plus répandus
dans le monde entier et disponible en forme filtrée et non filtrée (AICV, 2020; Mazza
and Murooka, 2009). Le marché du vinaigre de cidre de pomme est en croissance
continue grace a ses avantages thérapeutiques et culinaires. La production du VCP
passe de 1857,356 millions litres en 2010 a 2627,642 millions litres en 2018 avec un
taux d’augmentation de 141.47% (AICV, 2020). Le tableau 2 représente les taux de
production du VCP au niveau international, et la figure 8 représente 1’évolution de la

production du VCP au niveau mondial.
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Tableau 2: La production international du vinaigre de cidre de pomme

Royaume- ) ) . République
Pays ) Espagne | France | Irlande | Allemagne | Pologne | Finlande | Ukraine | Russie . Suéde Maroc
Uni tchéque
Production
(millions | 1003.784 | 114.145 | 75.105 | 71.458 69.12 56.15 3622 | 22293 | 20.043 | 12508 17.21 | 0.000056
de litres)
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Figure 8: L’évolution de la production du vinaigre de cidre de pomme au
niveau international (AICV, 2020).
Selon le méme rapport la consommation du vinaigre de cidre de pomme a une
prédominance au niveau européen avec une proportion de 55.7%. L’Afrique se
positionne en deuxieme rang avec une proportion de 12.3% (Tableau 3).
Tableau 3: La consommation du vinaigre de cidre au niveau international
Europe de ) Amérique du ] Europe de Amérique . Moyen-Orient et
Afrique Australie Asie
I’ouest nord Pest latine I’Afrique du nord
Volume (ML) 146.316 322.826 308.432 201.89 166.343 120.759 34.367 0.865
% 55.7 123 11.7 8 6.3 4.6 13 0.1
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2. Au niveau national

Le marché Marocain est approvisionné en vinaigre a une part de 90% par les
cing grandes sociétés dont les principaux fournisseurs sont: la société VCR
(Vinaigreries Chérifiennes Réunies) et VMM (Vinaigrerie Mautarderie du Maroc). La
production nationale se tenait aux alentours de 34 millions de litres en 2010 (Indexbox),
et selon les prévisions de la méme étude la production nationale en 2020 reconnait une
Iégere diminution de -0.2 % (33.2 M litres). Une part considérable du marché marocain
est assurée par les pays exportateurs du vinaigre et dérives comme le montre la figure
9. La valeur des importations du vinaigre au Maroc est de 1’ordre de 1.6 M $ en 2019
dont I’Espagne et la France sont les principaux fournisseurs en vinaigre préparé par
I’acide acétique avec une part combinée de 83% des importations du Maroc en vinaigre.
L’Espagne est classé en premiere position avec une valeur destinée au Maroc d’ordre
de 946 milles$, la France (403 milles $) et le Portugal en troisieme position avec une
valeur de 80 milles $ (International Trade Statistics
https://trendeconomy.com/data/h2/Morocco/2209).
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Figure 9: Les valeurs des importations et d'exportations en vinaigre par le
Maroc en milliers de Kg (International Trade Statistics, 2019 valable a

http://www.trademap.org/).
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https://trendeconomy.com/data/h2/Morocco/2209

De méme, le Maroc en tant que producteur, il exporte le vinaigre vers plusieurs
pays dans le monde (Figure 8). Les exportations du vinaigre produit a la base d’alcool
éthylique sont de I’ordre de 977728 Kg en 2019, ce qui représente un chiffre d’affaire
de 710304% (International Trade Statistics, 2019,
https://trendeconomy.com/data/n2/Morocco/2209). La principale destination du

vinaigre produit au Maroc est la France avec une part qui représente 47% (338 milles
$), ’Espagne avec une valeur de 21% (151 milles $), et la Belgique se classe en
troisieme rang avec une proportion de 20% (145milles $) des exportations totaux en
vinaigre (International Trade Statistics, 2019,
https://trendeconomy.com/data/h2/Morocco/2209).
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Chapitre 2 : Composés phytochimiques d'intérét
thérapeutiques du vinaigre de cidre pomme

(VCP).
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L’intérét de la réorientation vers les produits locaux d’origine végétale a connu
une augmentation importante durant les dernieres années grace a leurs propriétés
biologiques remarquables. Cet engouement exprimé aux produits de terroir par les
consommateurs est soutenu surtout par les vertus thérapeutiques qu’ils en découlent a
1’égard des produits chimiques qui entrainent des effets secondaires nuisibles a la santé

humaine.

Le VCP constitue une mine d’or thérapeutique inépuisable par sa richesse en
métabolites secondaires dérivés des pommes et aussi des nouvelles molécules
bioactives qui se forment durant le processus de la production et/ou le vieillissement du
vinaigre comme les polyphénols (Duan et al 2019 ; Xia et al. 2020). En effet, le
processus de la fermentation des aliments constitue 1’une des méthodes les plus
anciennes de préparation et de conservation des produits alimentaires qui non seulement
augmente la durée de conservation de l’aliment mais améliore également les
caractéristiques organoleptiques et la qualité nutritionnelle du produit fini (Boeckel et
al., 2003).

Les composés bioactifs du vinaigre constituent un vaste groupe hétérogéne de
métabolites secondaires (les polyphénols), les acides organiques, les mélanoidines, et

la tétraméthylpyrazine (Xia et al., 2020).

l. Polyphénols
1. Apercu général

Les molécules bioactives comme les polyphénols contenues dans les produits
alimentaires, contribuent amplement a leur qualité et leur aptitude thérapeutique. Les
polyphénols issus du métabolisme secondaire des végétaux interviennent dans le
processus de la protection et la défense des plantes contre les stress biotiques
(herbivores, microorganismes, champignons...) et abiotiques (sécheresse, salinité, forte
températures, froid, gel...); ces molécules ne sont pas nécessaire au métabolisme de
base (Macheix et al., 2005). Elles se caractérisent par une structure de base qui
comporte un cycle aromatique, substitu¢ d’un ou plusieurs hydroxyles, libre ou li¢ aux

autres fonctions sous forme d’esters et d’hétérosides.

Les fonctions physiologiques des fruits et leurs sous-produits peuvent étre en

partie attribuées a leur composition phénolique (Jakobek et al., 2020; Mateos-Aparicio
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et al., 2020b; Wandjou et al., 2020). Plusieurs études expérimentales indiquent une
corrélation négative entre une diéte riche en fruits et légumes et leurs sous-produits et
les risques des maladies antigéniques chroniques, comme le diabéte, les maladies
cardiovasculaires, et le stress oxydatif (Bakir et al., 2016; Ho et al., 2020; Xia et al.,
2020, 2019).

Les polyphénols du VCP sont principalement dérivés de la matiére premiere qui
est la pomme. Elle englobe généralement deux classes : Les flavonoides et les acides
coumariques (Guyot et al., 2001; S. Guyot et al., 2014). D’aprés ’analyse de la
composition phytochimique de différentes parties de la pomme, une grande quantité de
polyphénols s’accumule au niveau de la peau et des graines du fruit (Figure 10) (Duda-
Chodak et al., 2011; Francini and Sebastiani, 2013; Lata et al., 2009).

Plusieurs facteurs ont un impact sur I’accumulation des composés actifs au
niveau des fruits dont les conditions climatiques défavorables et ainsi que le cultivar
(Viskelis et al. 2019).

(Viskelis et al.2019

Peau

Les polyphénols (mg.g! DW): -~ (\/ iSkelis et al.201 9)

Hyperoside: 09-022 S~ ] R
Isoguercitrin: 0.03-0.05 RS _ Les tri terpénes (mg.g' DW):
Rutin- 0.01-0.03 Acide corosolique 0.34-1.67
Revnoutrin 003-007 Acide betulinique 0.10-0.16
Avicularin: 0.06-0.16 Acide oleololique 1.50-2.49
Quercitrin- 0.03-0.13 Acide ursolique 716-11.16
Quercetin glycosides: 0.27-0.63

S - 7
rocsanidin B2 03108 (Jakobek et al. 2020)
Proci-'an.idin Cl: 0.14-0.42 Les acides phénoliques (mg.kg! FW):
(+)-Catechin : 0.03-0.24 Acide chlorogénique : 14-349
(--)-Epicatechin : 0.27-0.77 Isomére d’acide chlorogénique: 4-289
Flavan-3-ol’s: 0.86-2.64 Flavan-3-ol’s
Phlorizin : 0.07-0.18 Procyanidin B1: 15-102
Acide chlorogenique: 0.72-3.06 Procyanidin B2: 14-181

‘ (+)-Catechin : 26-436
(Oszmianski et al. 2020) | Chair | (--Epicatechin. 2367
Dihydrochalcones

Les polyphénols (mg.100g! DW): Phloretin derivative: 1-35
Quercetin-3- O-galactoside: Phloretin-2"-xyloglucoside: 1-61
Quercetin-3- (-glucoside: -— Phloretin-2"-glucoside: 13-254
Quercetin-3-O-xyloside- (Mohammed and Mustafa 2020) Flavonols
Quercetin-3-O-arabmoside: Quercetin-3-galactoside: 38-1403
Quercetin-3- O-rthamnoside- Quercetin-3-glucoside: 16-1156
Procyanidin B1: 7.21-9.50 Les coumarines : Quercetin derivative 1- 9-139
Procvanidin B2: 17.82-33.73 , o Quercetin derivative 2: 3-31
Procyanidin C1¢ 6.70-12.01 (E)'l,g',@ fcmorm o 1?bergapten ED i Quercetin-3-xyloside: 13-294
(+)-Catechimn : 2-2.89 1 i_('l": ! l;]dlhydrox}-'et&} l?bergal_n‘ren (FZ)' ) Quercetin-3-rhamnoside- 19-277
() Epicatechin - 14.22-27.03 ~(2'-chloropropan-2'-yl)- §-hydroxybergapten (E3): Anthocyanins
Phlorizin : 5.84-16.91 12-Hydroxy-11-chloromethylbergapten (E4) Cyanidin-3-galactoside: 3-200
Acide chlorogenique:  45.40-77.71
Acide gallique: -—

Figure 10: La composition phyto-chimique de différentes parties de la pomme.

2. Polyphénols du VCP

Le VCP ¢tait le sujet d’étude de nombreuses recherches depuis plusieurs années.

Récemment, des études sont menées pour déterminer les polyphénols contenus dans le
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VCP. La nature et la quantité des substances biologiquement actives dans le vinaigre
sont étroitement liées a la matiére premiere utilisée, la technique adoptée pour sa
production, et la nature des microorganismes qui interviennent dans le processus de la
double fermentation (Chen et al., 2016b; Patrignani et al., 2020; Xia et al., 2020).

Ces molécules actives ne conferent pas seulement des propriétés
organoleptiques, qui caractérisent le VCP, mais jouent aussi un réle important dans la
prévention et le traitement de plusieurs maladies tels que les infections bactériennes et
le diabéte (Budak et al., 2014b; Chen et al., 2016a; HINDI et al., 2014; Yagnik et al.,
2018).

Les polyphénols du VCP sont répartis en deux groupes selon la structure de leur

squelette de base : les acides phénoliques et les flavonoides.

2.1. Acides phénoliques

Les molécules d’intérét biologique tels que les acides phénoliques (Tableau 4)
sont des substances possédant un cycle aromatique de carbone liée a un ou plusieurs
groupes hydroxyles. Ces phénols ont une structure de type Cs-Cs et Ce-C1 pour les
dérivés de I’acide hydroxycinnamique et les dérivés de I’acide hydroxybezoique
respectivement (Tableau 4). Ces molécules sont présentes dans les fruits sous deux
formes, libre ou liée. Elles représentent 4 a 18 % de la totalité des polyphénols de la
pomme (Vrhovsek et al., 2004). Les molécules liées peuvent étre libérées par plusieurs
processus sous I’action des enzymes ou par des réactions d’hydrolyse acide comme lors
de la production du vinaigre de cidre de pomme. Ce qui explique les propriétés
thérapeutiques du vinaigre conséquentes a sa richesse en molécules biologiquement
actives. Le composé majoritaire des acides phénoliques du vinaigre est 1’acide
chlorogénique (environ 77%) suivi de 1’acide gallique (environ 12%), I’acide caféique

(environ 7%) et I’acide p-coumarique (environ 2%) (Tableau 5) (Kelebek et al., 2017).
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Tableau 4: Les acides hydroxy-cinnamiques de la pomme (Colin-Henrion,

2008)
Les acides hydroxy-
R1 _ _y Y R1 R2
cinnamiques
Acide para-coumarique H H
R2 9] . ..
\ // Acide caféique OH H
Acide feérulique OCHs H
OH N
Acide sinapique OCHs OCHzs
R1 Les acides hydroxybenzoiques R1 R2 R3
0 Acide gallique OH OH OH
R / Acide protocatéchique OH  OH H
OH Acide vanillique H OH OCHs
R3 Acide syringique OCHs OH OCHs

L’acide hydroxy-cinnamique est rarement sous forme libre, il est souvent

estérifié (Skerget et al., 2005), et également associé avec des sucres ou avec I’acide

quinique(Bruneton, 2008)

Tableau 5: La proportion des composés majoritaires dans le vinaigre de cidre

Le composé Acide chlorogénique

Acide gallique

Acide caféique

Acide p-coumarique

La proportion (%) 77

12 7

2

L’ester hydroxy-cinnamique le plus rencontré dans la pomme est I’acide 5°-

caféoylquinique qui désigne l’acide chlorogénique et parfois désigne les autres
isomeres de I’acide caféoylquinique (Tableau 6) (Colin-Henrion, 2008). C’est la raison
pour laquelle il constitue 1’élément majeur des acides phénoliques présents dans le

vinaigre dérivé de la pomme comme matiere premiére.
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Tableau 6: Les esters de 1’acide hydroxy-cinnamique (Guyot et al. 2014)

Les esters de ’acide quinique R
R 6l
Acide 5’-para-coumaroylquinique H
9
HO .
Acide 5’-caféoylquinique OH

Dans 1’étude menée par Kelebek et al., (2017), la teneur en acide chlorogénique
varie de 2.96 & 16.29 mg/ L entre les échantillons du VCP, I’acide protochatechique
(1.15-2.57), I’acide vanillique (0.63-3.42), I’acide gallique (0.47-2.57), I’acide caféique
(0.19-1.77), et I’acide p-coumarique (0.13-0.81). De grandes quantités d’acide
chlorogénique, d’acide gallique, et d’acide caféique sont enregistrées par Aykin et al.,
(2015) (Tableau 7).

Tableau 7: La teneur des composés bioactifs du vinaigre de cidre de pomme

Le composé Acide Acide Acide Acide Acide p-
bioactif protochatechique vanillique gallique caféique coumarique
La teneur en mg/L 1.15-2.57 0.63-3.42 0.47-2.57 0.19-1.77 0.13-0.81

Nakamura et al., (2010) ont étudie la variation de la teneur en acides
phénoliques (1’acide chlorogénique, 1’acide caféique, et I’acide p-coumaroylquinique)
pendant le processus de la préparation du vinaigre. lls ont rapporté que les quantités des
trois acides étaient respectivement de 101, 99 et 105% de la teneur initiale au début de
la fermentation alcoolique. L impact de 1’acétification sur les composés bioactifs du
vin de pomme a été étudié par Andlauer et al., (2000), ils ont montré qu’au cours du
processus de I’acétification, la teneur des polyphénols totaux a diminué de 40 %

indiquant une forte dégradation ou transformation (Andlauer et al., 2000).

La production de vinaigre correspond a la succession de deux phases,
fermentation alcoolique et fermentation acétique, durant lesquelles les polyphénols
subissent des changements di aux réactions biochimiques et chimiques ayant des
conséquences sur les propriétés organoleptiques et la teneur en polyphénols du produit
fini. Ces changements sont traduits par 1’oxydation des polyphénols soit par voie
enzymatique en présence d’oxygeéne soit par 1’adsorption sur les polysaccharides

insolubles des fruits (S. Guyot et al., 2014). En plus, les microorganismes intervenant
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dans le processus ont un impact sur le changement de la composition phénolique de
vinaigre (Marie, 2011).

La fermentation acétique crée des conditions qui favorisent 1’oxydation d’une
partie des composé€s phénoliques en présence d’oxygene par la polyphénoloxydase
(PPO) en quinone par deux réactions successives suite a son activité crésolase et
catécholase( figure 11) (S. Guyot et al., 2014).

crésolase catéc holase 0
—!-R H R O
! 1 3
moggiﬁgml 12 02 H20  hoyau 202 HO o-guinone
o prr):urid:ur o-diphenol (Quinone primaire)

(ex: ac. caféoylquinique

Figure 11: Formation des o-quinones par voies enzymatiques (PPO)(Guyot et
al., 2014).

Les essais de surmonter le défi de la dégradation des composés actifs par les
différents processus ne cessent de se développer. L’un des moyens les plus utilisés est
I’aromatisation. L’étude du changement de la quantité des molécules bioactives durant
le processus de la production du vinaigre révélait que la teneur de ces molécules
augmente graduellement durant la deuxiéme phase (fermentation acétique) (Figure 12)
(Duan et al., 2019).
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Figure 12: La variation de la teneur en Polyphénols (TPC) et Flavonoides

(TFC) au cours de processus de la production du vinaigre selon Duan et al., (2019).

2.2. Flavonoides
Les flavonoides constituent un groupe de molécules dont la structure de base
possede quinze atomes de carbones formant une structure Ce-C3-Cs, dans laquelle les

unités A et B sont de nature phénolique (Figure 13).

Figure 13: La structure de base de flavonoides.

32



En raison de leur structure de base qui peut établir plusieurs substitutions et
hydroxylations, les flavonoides se partitionnent en plusieurs groupes dont les
principaux sont les anthocyanines, flavan-3-ols, et les flavonols (Tsao, 2010).

Le squelette des flavonoides est aglycone. Cependant, dans les matiéres
végétales, la plupart de ces molécules se trouvent souvent sous forme de glycosides,
associes aux sucres (glucose, rhamnose, galactose, arabinose, Xxylose etc.). Ces
substances s’accumulent particuliérement au niveau de la pelure des fruits car elles

nécessitent la lumiére pour leur processus de biosynthese.

2.2.1. Flavan-3-ols

Les flavan-3-ols sont appelés catéchines (Tableau 8). lls constituent un groupe
de flavonoides les plus complexes. La catéchine est un isomeére a configuration trans
par contre 1’épicatéchine a une configuration cis. Chacune des deux configurations
possede deux stéréoisomeres : (+) — catéchine, et (-) — catéchine pour la catéchine ; (+)
- épicatéchine et (-) — épicatéchine pour 1’épicatéchine (Tableau 7) (Tsao, 2010). Les
flavan-3-ols se retrouvent dans un bon nombre de matrices végétales en particulier dans
la peau des pommes (Oszmianski et al., 2020), et leur sous-produit, y compris le VCP
(Kelebek et al., 2017).

Tableau 8: Les flavan-3-ols

OH Les flavanols R1 R2

OH (+)-Catéchine H

(+)-Catéchine gallate gallyl
R
? (+)-Gallocatéchine H OH
(+)-Gallocatéchine gallate gallyl OH
OH
OH (-)-Epigallocatéchine H OH
HO N
O._ R,
"OR; (-)-Epigallocatéchine gallyl  OH
OH

La catéchine est une substance incolore et sensible a 1’oxydation. Elle se trouve
le plus souvent sous forme aglycone, mais parfois se trouve sous forme estérifiée avec

I’acide gallique (Tsao, 2010). Elle constitue également un bon substrat pour la
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polyphénoloxydase (PPO) qui joue un réle important dans le brunissement du vinaigre
en présence d’oxygéne en formant des complexes bruns (voir la partie des

mélanoidines) (van der Sluis et al., 2002).

La catéchine et I'épicatéchine, sont des flavanols sous forme monomere,
pouvant former des polymeres, qui sont souvent appelés proanthocyanidines. La
polymérisation des polymeres de flavanols conduit & la formation des
proanthocyanidines en milieu acide par des liaisons interflavaniques fragiles des

procyanidines (Renard et al., 2014).

Des liaisons simples qui s’établaient entre C4-Cs 0u C4-Cg donnent naissance a
des proanthocyanidines de type B tandis que les procyanidines de type A présentent des

liaisons C2-0O-C7ou C»-O-Cs supplémentaires (figure 14) (Unusan, 2020).

Proanthocyanidines de type A

OH

OH

Liaison C4-C6

Liaison C4-C8

HO R

Figure 14: Structures des proanthocyanidines(Unusan, 2020).

Les flavanols se trouvent dans de nombreux fruits, en particulier dans les
pommes et le VCP (Kelebek et al., 2017; Rupasinghe et al., 2013; Xia et al., 2020).
Parmi les proanthocyanidines, la procyanidine B2 se trouve a des taux importants dans
le vinaigre de pommes (Kelebek et al., 2017). Les propriétés antioxydantes de ces
composés ont été particulierement étudiées. En effet, les proanthocyanidines présentent
des effets therapeutiques contre plusieurs maladies en raison de leurs propriétés redox,
leur pouvoir a moduler les voies de signalisation cellulaires en se liant a des protéines
cibles qui interviennent dans I’expression de geénes spécifiques via une cascade

complexe de signalisation (Unusan, 2020).
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2.2.2. Flavonols
Les flavonols constituent un sous-groupe de flavonoides présents dans le
vinaigre de pommes. Ces composés sont exclusivement accumulés au niveau de la peau
des pommes (Wjdoylo et al. 2008). lIs sont souvent associés a différentes fractions de
sucre comme le glucose, galactose, rhamnose, arabinose, et xylose (Lysiak et al., 2020;
Wojdylo et al., 2008).

La phloridzine et la phlorétine ont été considérées comme les flavonols majeurs
des vinaigres de pommes analysés. Les taux des deux molécules varient entre 0.59 et
7.86 ; 7.64 et 44.35 mg/L pour la phlorétine et la phloridzine respectivement (Kelebek
et al., 2017). D’autres flavonols tels que la quercétine aglycones et ses formes
glycosides sont également présents mais a des valeurs inférieures aux taux de la
phloridzine et la phlorétine (Kelebek et al., 2017). La phloridzine et la phlorétine
auxquelles est lié un glucose par une liaison glycosidique sur la fonction carboxylique
C2 du composé A, et ses dérivés ont été signalés comme des molécules a fort potentiel
antioxydant et ont une multitude de fonctions bioactives, telles que ’inhibition de

I’oxydation lipidique, I’amélioration de la mémoire, et un effet anticancéreux (Jugdé et

al., 2008).

1. Mélanoidines

Les mélanoidines sont un groupe tres diversifié de composés macromoléculaires
bruns formés par la réaction de Maillard entre les sucres et les composés azotés (Wang
etal., 2011).

Dans le vinaigre, ces composés sont principalement produits au cours de
processus de production et de vieillissement. Les sucres réducteurs et les acides aminés
produits durant le processus participent a la réaction de Maillard et sont polymérisés
pour former des mélanoidines (Figurel5) (Xia et al., 2020). La couleur du vinaigre, due
a la présence des mélanoidines, est un paramétre de qualité critique qui influence

fortement les préférences des consommateurs (Hough et al., 1992)
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Figure 15: La structure des mélanoidines contenues dans le vinaigre selon Xia
et al., (2020).

Cependant, lors du vieillissement du vinaigre, I’eau s’évapore ce qui diminue sa
teneur et certains composés phénoliques se liberent de la matiere premiére entrainant
une augmentation de la teneur en polyphénols dans le vinaigre (Tesfaye et al., 2002).
Les sucres, les protéines, les acides aminés libres et les composés phénoliques diffusent
a partir de la matiére premiére lors de la préparation du vinaigre subissant ainsi une
polymérisation par des liaisons non-covalentes et deviennent des composés colorés,
principalement les mélanoidines. Les composés générés ont un pouvoir antioxydant
remarquable par leur effet chélateur des métaux en prévenant les réactions d’oxydo-
réduction des ions métalliques (Tagliazucchi et al., 2010; Tagliazucchi and Verzelloni,
2014)
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Les melanoidines sont présentes dans plusieurs aliments traités et sont
répandues dans notre diete. Récemment, elles gagnent un grand intérét du aux effets
biologiques qu’elles procurent. La fermentation de ces composeés au niveau des intestins
sous I’action du microbiote intestinal induit la production des acides gras a chaine
courte (AGCC) qui diminuent le pH luminal ce qui peut entraver la multiplication et la
croissance des bactéries pathogeénes. Le butyrate, I'un de ces acides gras a chaine
courte, constitue un substrat utilisé par les cellules épithéliales. L’acétate, le propionate
et le butyrate sont les principaux AGCCs importants pour le maintien de la barriére

intestinale (Rios-Covian et al., 2016).

En outre, les AGCCs ont un role protecteur contre 1’obésité (Lin et al., 2012),
en interagissant avec les hormones intestinales afin de réduire I’apport alimentaire
(Rios-Covian et al., 2016). lls pourraient également prévenir le cancer colorectal en

réduisant I’inflammation et en augmentant 1’apoptose cellulaire (Donohoe et al., 2014)

I11. Tetramethylpyrazine
La tétramethympyrazine nommeée également ligustrazine, est un produit issu de
la réaction de Maillard et de la fermentation microbienne (Xia et al., 2020). La
concentration en tétramethylpyrazine est un indicateur actif de la qualité du vinaigre
(Wu et al., 2019).

La ligustrazine est un composé bioactif qui est traditionnellement utilisé en
médecine chinoise pour le traitement de plusieurs maladies telles que les maladies

cardiovasculaires, le diabete, le cancer, et le désordre hépatique (Zhao et al., 2016).

Des études ont analysé la variation de la teneur de la tétramethylpyrazine durant
le processus de la préparation du vinaigre. Xu et al., (2011), ont rapporté que la quantité
de la tétraméthylpyrazine augmente durant le temps de stockage et que 1’étape de la
fermentation est considérée comme une phase d’accumulation des précurseurs
nécessaires aux reactions de la biosynthése de la ligustrazine (Figure 16). La
tétraméthylpyrazine dans le vinaigre de cidre est estimée a 0.113+0.001 mg/kg (Chen
etal., 2010).
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Figure 16: La voie de biosynthése de la tétramethylpyrazine (Xia et al., 2020)

IV. Acides organiques

Les acides organiques présents dans le VCP comprennent deux groupes : les
acides organiques volatiles (I’acide acétique, 1’acide formique, 1’acide propionique,
I’acide butyrique, et I’acide quinique) et les acides organiques non volatiles (1’acide
malique, I’acide pyroglutamique, I’acide citrique et I’acide succinique) (Liu et al.,
2019a; Ren et al., 2017).

Bien que le VCP contient de nombreux composants qui lui confére ses
propriétés biologiques, 1’acidité est I’un des parameétres clés pour surveiller et évaluer
la qualité du produit, cette acidité doit étre entre 5 et 6 degré (Décret n°2-10-385, 2011).
Les acides organiques du VCP prennent naissance au cours de la fermentation ou ils
sont présents naturellement dans la matiére premicére a savoir les pommes. L’acide
acétique et 1’acide lactique sont des acides prédominants dans le vinaigre, ils sont
produits durant la fermentation acétique et la fermentation alcoolique respectivement
(Nie etal., 2017; Ren et al., 2017).
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L’acide acétique est 1’acide le plus abondant avec une proportion de 92.64 a

93.22% suivi de ’acide succinique avec un pourcentage de 3.92 4 6.34%, alors que,

I’acide oxalique, I’acide malique sont présents a des quantités faibles (Gao et al., 2017).

Duan et al., (2019), ont étudié le changement de la teneur des acides organiques

du vinaigre durant le processus de brassage (fermentation alcoolique et acétique). Ils

ont montré qu’au cours de la fermentation alcoolique, la teneur en acides organiques

¢tait faible et montrait une augmentation progressive qui s’est maintenue durant la

deuxieme phase (fermentation acétique) (figure 17). Ces acides présents dans le

vinaigre ont des effets biologiques importants (voir la partie des propriétés

pharmacologiques), ils inhibent la croissance bactérienne (Zhang et al., 2011) :
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Figure 17: Changement des parametres physicochimiques pendant le

acétique ; AP : processus de vieillissement (Duan et al., 2019).

39

IIs stimulent la production des peptides antibactériens dans les cellules hotes

pH values

mE* $ b

Total acid
Non-volatile acid
Reducing sugar
Amina nitrogen

pH



Chapitre 3 : Effets pharmacologiques du
VCP
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Plusieurs civilisations avaient utilisé le vinaigre comme un aromatisant,

conservateur, boisson saine et reméde naturel contre plusieurs affections.

1. Diabete de type 2 et stress oxydatif

Le désordre métabolique se manifeste par une hyperglycémie anormale et
persistante en raison d’une altération de la fonction des cellules pancréatiques ou d’une
résistance a I’insuline. Généralement, le diabete est classé en deux grands types : le
diabete insulinodépendant ou diabete de type 1 et le diabete non insulinodépendant ou
diabete de type 2. Le diabete affecte plus de 463 millions de personnes représentant
8.8% de la population mondiale. Le diabéte de type 2 est la forme la plus fréquente
représentant plus de 90% de tous les cas déclarés (IDF, 2019). Le diabéte de type 2 est
caractérisé par I’incapacité des cellules pancréatiques a produire suffisamment
d’insuline pour maintenir le contrdle glycémique en raison de la demande accrue
d’insuline causée par I’insulinorésistance. Le dysfonctionnement et la dédifférenciation
cellulaires, et la réduction de la masse des ilots pancréatiques sont également suggérés
comme étant un événement crucial dans le développement de la pathologie (Hudish et
al., 2019). Les cellules pancréatiques sont particulierement sensibles de la forte
production des espéces réactives d’oxygene (ERO) y compris le systéme antioxydant
de défense faible ce qui peut expliquer la défaillance cellulaire au niveau du pancréas
(Gurgul-Convey et al., 2016). L hyperglycémie, I’hyperlipidémie, et 1’inflammation
sont considérés comme des facteurs clés produisant les espéces réactives d’oxygene au
niveau des cellules 3 pancréatiques. Le processus de production des ERO
s’accompagne d’influx de calcium apres la stimulation du glucose pour activer le canal
RyR (Llanos et al., 2015). L’activation du canal RyR assure 1’augmentation du calcium
intracellulaire nécessaire a la sécrétion d’insuline (Llanos et al., 2015). Cependant,
I’hyperglycémie et I’hyperlipidémie augmentent les niveaux de nicotinamide adénine
di nucléotide et de flavine adénine di nucléotide ce qui entraine une augmentation de la
production des ERO (Sakai et al., 2003). L hyperglycémie chronique active plusieurs
voies jouant un rdle important dans le processus de la glucotoxicité comme la voie des

polyols, la voie des hexosamines, la voie de la protéine kinase C (PKC), et la voie des
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produits avancés de glycation (Boyer, 2016). Le stress oxydatif est le carrefour de

I’avénement de plusieurs pathologies chroniques.

2. Effet antioxydant du VCP

Le VCP est un produit fermenté, principalement a partir de pomme, il contient
un cocktail d’antioxydants naturels soit dérivés de la matiére premiere ou nouvellement
formés durant le processus de brassage. Ces molécules ont la capacité d’interagir contre
le stress oxydatif. Cette propriété confére au VVCP des effets préventifs et thérapeutiques

importants.

D’une part, les polyphénols présents dans le vinaigre ont un potentiel
antioxydant intéressant d a leur pouvoir de piéger les radicaux libres, chélater les ions
métaux de transition et de réduire les oxydants (Bakir et al., 2016; Kelebek et al., 2017).
Tant que, les molécules aromatiques, la présence des groupes -CH.COOH et -
CH=CHCOOH favorisent les activités antioxydantes des composes phénoliques en
présence d’autres substituants sur le cycle benzénique. Ceci est di a la capacité de

donation d’¢lectrons des groupes fonctionnels (Chen et al., 2020).

D’autre part, les mélanoidines font partie des composés bioactifs du vinaigre.
En raison de leur charge négative et leurs propriétés macromoléculaires ont une forte
capacité de chélation des ions métaux de transition en prévenant les réactions
d’oxydation induites par les métaux. En outre, ils contiennent un grand systeme de
liaisons 7 conjugué et d’abondantes structures de cétone de réduction ce qui leurs
confere une bonne capacité d’élimination des radicaux libres et un pouvoir réducteur

important (Wang et al., 2011).

De méme, la tétramethylpyrazine possede un effet antioxydant en stabilisant les
niveaux des espéces réactives d’oxygene et en augmentant les niveaux d’enzymes

antioxydantes, superoxyde dismutase et catalase (Chen et al., 2017).

3. Effet antidiabétique du VCP

Le diabéte entraine plusieurs complications telles que les maladies vasculaires
périphériques, I’hypertension, la rétinopathie, la néphropathie, et la neuropathie (Jie

Chee et al., 2020)
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Un bon régime alimentaire constitue un facteur clé¢ dans le maintien d’une bonne
santé physique et morale, par son effet protecteur et/ou curatif contre plusieurs

pathologies (Adedapo and Ogunmiluyi, 2020; Schuetz and Stanga, 2020).

Les produits naturels, ayant un effet puissant sur les enzymes digestives,
constituent une approche pour diminuer le taux du glucose sanguin et I’installation
ultérieure du diabéte. Le VCP affecte le métabolisme des glucides qui peut étre en partie
da a la stimulation de ’absorption du glucose et I’amélioration de I’action de I’insuline

au niveau du muscle squelettique (Mitrou et al., 2015).

L’acide acétique qui est le composant majeur du vinaigre contrdle la glycémie

par différentes voies (Petsiou et al., 2014) :

- Retarder la vidange gastrique
- Inhiber I’activité de la disaccharidase
- Améliorer la sensibilité a I’insuline

- Stimuler la production du glycogene

La régulation de la glycémie par I’acide acétique est principalement réalisée par
I’activation de la voie de la protéine kinase activée par 1’adénosine monophosphate
(AMPK). La production de I’acétyl coenzyme A a partir de I’acide acétique consomme
de I’énergie (ATP) et génere 1’adénosine monophosphate (AMP), ce qui augmente le
rapport AMP/ATP et par conséquent I’activation la voie AMP-activated protein kinase
(AMPK). L’activation de la voie AMPK stimule le stockage du glucose sous forme de
glycogéne, réduit la glycémie, augmente la sensibilité a I’insuline et diminue la
résistance a I’insuline en inhibant directement 1’expression génétique des enzymes
impliquées dans le métabolisme du glucose et des lipides (Figure 18) (Sakakibara et al.,
2006).
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Figure 18: Mécanisme d’action du contrdle de la glycémie par ’acide acétique

(Sakakibara et al., 2006).

4. Effet anti-obésité du VCP

L’obésité est considérée comme un trouble métabolique important qui se
manifeste par la réduction de la sensibilité a I’insuline et des anomalies du métabolisme
lipidique, tant chez les modeles animaux que chez les étres humains (Marinou et al.,
2010).

Les effets bénéfiques de plusieurs produits naturels contre 1’obésité et ses
complications ont ¢été investigués par [’adoption des modeles animaux. Ces
investigations fournissent des informations qui permettent de déterminer les différentes
stratégies pour prévenir et traiter I’obésité par des méthodes alternatives telles que

I’utilisation des remedes naturels (Hasani-Ranjbar et al., 2013).

Le cocktail de composes bioactifs présents dans le VCP est responsable de ses
effets thérapeutiques, puisqu’il contient des polyphénols et des acides organiques qui

ont des effets bénefiques sur la santé humaine (Bakir et al., 2016; Xia et al., 2020).

La consommation du vinaigre des fruits réduit a long terme les taux de
cholestérol total, de triglycérides et de cholestérol a lipoprotéines de basse densité
(LDL) par contre il augmente le taux de cholestérol a lipoprotéines de haute densité
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(HDL) (A. Bouazza et al., 2016a; Budak et al., 2011; Halima et al., 2016; Naziroglu et
al., 2014a). Le composé majoritaire du VCP, 1’acide acétique, joue également un réle
important dans la régulation du métabolisme lipidique via la voie AMPK (figure 19).
L’activation de cette voie induit la réduction du cholestérol, des triglycérides, et du
LDL par la régulation de I’expression génétique du gene srebp-1, ainsi que, 1’inhibition
de I’expression d’une série de genes responsables de la synthése des acides gras (Figure
19) (Sakakibara et al., 2006; Yamashita et al., 2009). En outre, I’acide acétique stimule
I’oxydation des acides gras et la sécrétion de la bile (Fushimi et al., 2006).

Acide acétique 7_T. Acétyl coenzyme A
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Figure 19: Mécanisme de contrdle de la synthése des lipides par I’acide
acétique via I’activation de la voie AMPK (Sakakibara et al., 2006)

5. Effet antibactérien du VCP

Le recours aux ressources naturelles pour surmonter le défi de I’antibio-
résistance constitue une voie incontournable au cours de ces derniéres années. Certes,
un nombre considérable de produits naturels ont été sujet de plusieurs études pour tester
leurs propriétés antimicrobiennes. Le VCP était souvent un candidat utilisé dans le
traitement des infections microbiennes (Chen et al., 2016a). Plusieurs chercheurs ont
montré que le VCP possede une importante activité antimicrobienne, ils mirent
également en évidence qu’il agit contre plusieurs germes pathogénes (Chang and Fang,
2007; El-Sayed et al., 2019; Hindi, 2013; Hindi et al., 2014; Medina et al., 2007).
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Ce pouvoir antimicrobien est étroitement lié a la teneur en acides organiques
présents dans le vinaigre. Les acides organiques inhibent la croissance microbienne par

plusieurs mécanismes (figure 20) (Chen et al., 2016) :

- Destruction de la membrane externe des bactéries ;

- Inhibition de la synthése macromoléculaire ;

- Consommation de 1’énergie des bactéries ;

- Changement de la pression osmotique intracellulaire ;

- Génération des peptides antibactériens dans la cellule hote.

Les acides organiques passent facilement a travers la membrane cellulaire gréace
a leurs propriétés liposolubles. La dissociation de ces acides a I’intérieur de la cellule
va contribuer a abaisser le pH intracellulaire ce qui entraine la protonation des groupes
carboxyles et phosphate de la membrane cellulaire bactérienne (figure 20) (Alakomi et
al., 2000; Brul and Coote, 1999; Hirshfield et al., 2003). En outre, la diminution du pH
intracellulaire affecte les activités enzymatiques et par conseéquent I’inhibition de la

transcription du matériel génétique bactérien (Cherrington et al., 1991).

L’instauration de la pression osmotique nécessite 1’expulsion des protons H* a
I’extérieur de la cellule via un transport actif par I’activation des pompes a proton qui
procure 1’énergie et affecte la croissance bactérienne (Axe and Bailey, 1995; Zhang et
al., 2011).
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Figure 20: Mécanisme d'action des acides organiques sur les bactéries (Zhang

etal 2011).
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Partie II : Etude expérimentale
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Chapitre 1 : Etude ethnopharmacologique et

intérét économique du vinaigre de cidre de

pomime,
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l. Introduction
Les produits naturels occupent une place importante depuis longtemps dans la
médecine traditionnelle comme un remede et une source principale de soins. Les
pommes et leurs dérivés constituent une source importante en molécules bioactives qui
sont souvent consommeés quotidiennement par la population Marocaine (Ousaaid et al.,
2021, 2020b, 2020a).

Dans la littérature, le vinaigre de cidre de pomme, est I’un des sous-produits de
la pomme, utilisé traditionnellement pour assaisonner les repas. Il a été utilisé comme
condiment ou comme boisson saine (Mazza and Murooka, 2009; Solieri and Giudici,
2009). Le vinaigre de cidre de pomme a montré des effets thérapeutiques énormes,
notamment le pouvoir antidiabétique (Oztiirk et al., 2009; Petsiou et al., 2014), I’activité
antihyperlipidique (A. Bouazza et al., 2016a; Halima et al., 2016), I’activité
antiinflammatoire (Chen et al., 2016a), et I’activité antibactérienne (D. N. K. Hindi,
2013; QOusaaid et al., 2021; Ozturk et al., 2015a).

Afin d’augmenter I’impact positif de la transformation de la pomme, plusieurs
facteurs clés doivent étre pris en compte pour promouvoir les produits dérivés de la
pomme, notamment la diversification, la professionnalisation, la croissance du marché
et la coordination. Au niveau de deux régions au Maroc, Fes-Meknes et Deraa-Tafilalet,
les coopératives veillent a promouvoir la filiere des coproduits de la pomme en
permettant la réduction de la détérioration des fruits lors de leur conservation, la
valorisation des fruits a faible colt, la préservation de savoir-faire ancestral
d’¢élaboration des produits locaux, ce qui contribue au développement territorial dans
certaines zones défavorisées (Ousaaid et al., 2020a). L’objectif de ce travail était de
réaliser une enquéte dans les deux régions, Fes-Meknés et Deraa-Tafilalet, afin
d’évaluer, d’une part, I’évolution de la production du VCP au niveau des deux régions,
et d’autre part, pour recueillir des informations sur les utilisations traditionnelles du

vinaigre de cidre de pomme par la population dans les deux régions.

Il.  Matériel et méthodes
La région Deraa-Tafilalet sise au Sud-Est du Maroc, elle est limitée par quatre
autres régions (30°54° N, 5° 36’ O) (Figure 21). Cette région est dominée par les zones
oasiennes a 88%, intégrant cing provinces Ouarzazat, Zagora, Tinghir, Errachidia, et

Midelt. Cette derniére province est connue pour sa pomiculture qui occupe 39% des
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superficies cultivées au niveau national avec 60% de la production nationale de
pommes (Ousaaid et al., 2020e; SIAM, 2019).

La région de Fes-Meknés est situee au Nord de celle de Deraa-Tafilalet
(34°02'00” N, 500°00° O) (Figure 21). Les provinces de Sefrou et Boulmane sont
également connues pour leur culture de la pomme qui constitue la principale raison
pour la création de nombreuses coopératives de transformation des pommes au niveau

de cette région.
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Figure 21: Localisation géographique des deux régions d’étude

Cette étude se divise en deux parties :

La premiére vise a connaitre 1’état de la production du VCP au niveau des deux
régions d’étude, a cet effet, nous avons interrogé les présidents des coopératives, 6
coopératives a Feés-Meknés et 9 a Deraa-Tafilalet. Dans un deuxieme temps, un
questionnaire a été distribué a la population des deux régions. Au total 200 personnes

ont participé a ’enquéte. Le questionnaire a porté essentiellement sur :

[ Des informations sur la personne interrogée : le sexe, le niveau
d’étude, la tranche d’age.
[ Des informations sur les utilisations du \VCP.

[ Des informations sur le degré de satisfaction de I’utilisation du VCP.
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I1l. Reésultats et discussion

L’étude ethnopharmacologique constitue I'une des voies qui nous a permis de
recenser les différentes utilisations du VVCP et de constituer une base de données des
vertus thérapeutiques du vinaigre de cidre de pomme afin de conserver et de garder le

savoir ancestral dans le but de le transmettre d’une génération a 1’autre.

1. Evolution de la production du VCP.

Au cours des dernieres années le secteur coopératif booste la production du
vinaigre a base des pommes grace au plan stratégique du Maroc vert, la figure 22
représente 1’évolution de la production du vinaigre de cidre de pomme au niveau de
deux régions (larégion Deraa-Tafilalet et la région Fés-Meknes) a vocation pomiculture
par excellence par les différentes coopératives autorisées a produire le vinaigre des
pommes. La premiére coopérative commencait ses activités dés 2008 et suivie par
d’autres en enrichissant le marché national et les salons d’exposition par des produits
locaux purement originaux. La production du VCP commencait par 0.4 tonne en 2008
pour atteindre une production de I’ordre de 56.4 tonnes en 2019. La production de VCP
connait une légere diminution durant ’année 2020 a cause de 1’épidémie de

coronavirus.
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Figure 22: Evolution de la production du vinaigre de pomme par les

coopératives locales

2. Importance économique
Au Maroc, la production de pomme s’¢éleéve aux alentours d’un million de tonnes

et les pommes constituent un ¢élément important dans 1’alimentation humaine qui
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fournissent divers composés biologiquement actifs. Ils se consomment sous différentes
formes (fraiches ou transformées). Le vinaigre de cidre de pomme constitue un moyen
important de valorisation des cultures fruitiéres dans les régions a vocation pomiculture.
La transformation des pommes en VCP génére une valeur commerciale de 1’ordre de
4512000DH (en multipliant le prix unitaire de chaque litre de VCP (80DH) par la

quantité produite annuellement (56,4 tonnes)).

3. Etude ethnopharmacologique : Description de la population
Au total, 200 personnes des deux régions d’études (Deraa- Tafilalet et Fés-
Meknés) ont été ciblé par 1’étude ethnopharmacologique. Les résultats obtenus sont
présentés dans la figure 23. Les utilisateurs du VCP représente une proportion de 68%
des personnes interrogées tandis que les non utilisateurs du VCP représente une

proportion de 32% des sujets interroges.

! | Utilisateur
i . Non utilisateur

68,00%

Figure 23: Distribution des utilisateurs et des non utilisateurs de vinaigre de

pomme

Les résultats obtenus ont révélé que 62% des personnes interrogées qu’utilisent
le vinaigre étaient des femmes, alors que, les hommes représentaient 38% (Figure 24).
En ce qui concerne la tranche d’age, les personnes agées entre 20 et 30 ans
représentaient une proportion de 75% des utilisateurs du VVCP, alors que les personnes
agées de moins de 20 ans et plus de 30 ans représentaient 7% et 18% respectivement.
L’utilisation du vinaigre de pomme selon le niveau d’instruction nous a révélé que 82%

des personnes interrogées ont un niveau d’étude universitaire, alors que les personnes
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qui ont un niveau secondaire, analphabéte, et primaire représentaient 8%, 6%, et 4%
respectivement (Figure 24).

38,

62,00%
75.00%)
/'/

Niveau scolaire Age Sexe

[] Primaire M <20 ans %3 Homme
B Secondaire L] Entre 20 et 30 ans

— M N =30 ans B Femme
["] Universitaire :

¥4 Analphabéte

Figure 24: Description de la population interrogée de la région de Deraa-
Tafilalet et Fés-Meknes.

4. Domaine d’utilisation du vinaigre de cidre de pomme.

Les usages du VCP dans la médecine traditionnelle sont trés diversifiés. Cette
partie de I’enquéte est consacrée a recenser les différentes utilisations de ce produit

naturel. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 25.
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Figure 25: Distribution des différentes utilisations du VCP.

Les résultats montrent que 41% des personnes interrogées utilisent le VCP dans
le domaine du cosmétique. 32% de la population d’étude 1’utilise pour traiter les
différentes affections, alors que 27 % I’utilise dans la cuisine (Figure 25). Le vinaigre
de cidre de pomme est utilisé comme condiment et considéré comme une nécessité pour
chaque foyer (Berry, 2011). Utilisé dans la conservation, le VCP maintenait la qualité
et la couleur des aliments (Ho et al., 2017; Oztiirk et al., 2009). D’autre part, le vinaigre
de pomme a une large gamme d’utilisations comme [’activité antioxydante,
antimélatogene, anticellulite, séborégulatrice, et antiinflammatoire ce qui lui confere
ses propriétés pour les soins de la peau (CUETO and CASTANEDA, 2019; KALABA
etal., 2019).

5. Utilisations médicinales du VCP
Le vinaigre de cidre de pomme a pu avoir une place considérable dans la
médecine traditionnelle. Il a été utilisé par plusieurs civilisations pour traiter plusieurs
affections. Les résultats obtenus sur les différentes utilisations médicinales du VCP sont

représentés dans la figure 26.

Le VCP est largement utilisé pour traiter et/ou prévenir plusieurs maladies. 42%

des personnes interrogées utilisent le vinaigre pour traiter les problémes liés au systéeme
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digestif. Le systéeme tégumentaire a été placé au deuxieme rang des affections traitees

par le vinaigre de pomme avec une proportion de 33 % des personnes interrogees. Le

systeme cardiovasculaire, le systéme respiratoire, le systeme génito-urinaire, et le

systeme neuro-psychique ne représentaient que 8%, 6%, 6%, et 5% respectivement.

33.00%

8.00%

5,00%

el

42,00%

.:S}'stéme neuro-psychique
D: Systéme digestif

I:] Systéme génito-urinaire
@: Systéme respiratoire
E: Systéme tégumentaire

E Systéme cardiovasculaire

Figure 26: Les differentes utilisations médicinales du VCP

De nombreuses propriétés curatives du VCP ont été prouvées scientifiguement,

comme l’effet antidiabétique (Ousaaid et al., 2020; Rachmansyah et al., 2020;

Thinathayalan et al., 2019), I’acitivité antioxydante (Ozturk et al., 2015; Oztiirk et al.,
2009), I’effet antibactérien (Ousaaid et al., 2021; Ozturk et al., 2015), IP’effet
antialzheimer (Tripathi et al., 2020; Tripathi and Mazumder, 2020), et antilithiasique

(Singh et al. 2020).
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6. Durée de traitement par le vinaigre de cidre pomme
La durée de traitement varie selon le type de la maladie traitée par le
vinaigre. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 27.

27.00% 25,000
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Figure 27: La durée de traitement par le vinaigre de pomme

La duree de traitement est étroitement liée a la nature du désordre traité. 28%
des personnes interrogées ont utilisé le vinaigre de pomme pendant une semaine et 27%
de la population interrogée ont évoqueé que le traitement par le vinaigre s’étale jusqu’a
la guérison. Cependant, 25% et 20 % des personnes interrogées ont utilisé le vinaigre

pendant un jour et un mois respectivement.

7. Degré de satisfaction
Dans le cadre de la présente étude, nous avons enquété sur le degré de

satisfaction de la population, les résultats obtenus sont présentés dans la figure 28.
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Figure 28: Le degré de satisfaction de la population d’étude.

La majorité des personnes interrogées a signalé que 1’utilisation du vinaigre de
pomme améliore 1’état de la santé avec une proportion de 60 %, alors que 19 % de la
population interrogée a déclare que le VVCP traite définitivement la maladie. Cependant,
14 % ont remarqué que 1’utilisation du vinaigre s’accompagne d’effets secondaires et
7 % ont subi des intoxications. D’autres études sur les animaux et les étres humains ont
été menées pour démontrer les effets bénéfiques ou néfastes du VCP. D’une part, le
vinaigre de pomme a prouvé sa capacité a controler la glycémie, la pression artérielle,
et ’hyperlipidémie (Ousaaid et al., 2020; Rachmansyah et al., 2020; Thinathayalan et
al., 2019). D’autre part, Bounihi et al., (2017) ont rapporté que la consommation de 14
mL de vinaigre par kg par jour pendant 18 semaines n’a aucun effet indésirable ni
toxicité ou létalité chez les animaux traités. Par contre, une utilisation inappropriée du
VCP pourrait induire des effets indésirables et méme une intoxication. Des
études menées sur ’Homme ont rapporté que la consommation quotidienne de vinaigre
de pomme pouvait induire des incidents hypoglycémiques (Johnston et al., 2008), une
stimulation du vidange gastrique, une augmentation de la fréquence des rots

(Hlebowicz et al., 2007), et une usure érosive des dents (Anderson et al., 2020).
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I\VV.  Conclusion

La région de Deraa-Tafilalet et la région de Fés-Meknés offrent un grand
potentiel en pomiculture, principalement dd aux conditions pédoclimatiques qui
favorisent le développement et la fructification des pommiers. Les deux régions sont
les leaders de la culture des pommes notamment la province de Midelt, Sefrou, et
Boulemane. Plusieurs coopératives actives dans le domaine de la transformation des
pommes ont été installées pour valoriser ce produit phare considéré comme une source
de revenu principale des populations locales dans les deux régions. En outre, 1’étude
ethnopharmacologique nous a permis de recenser et d’archiver un héritage
thérapeutique sur 1’utilisation du VCP dans la médecine traditionnelle comme produit

naturel largement utilisé pour traiter diverses maladies.
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Cha]piltre 2 : Caractérisations

physicochimique et phytochimique de deux

variétés de pomme,
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l. Introduction
L’importance des fruits et de leurs sous-produits pour la santé humaine ne peut
étre sous-estimée. Les fruits sont considérés comme une part essentielle de
I’alimentation quotidienne, ils sont tres sollicités car ils assurent une alimentation saine

et équilibrée.

La nature de la matiére premiére et la maitrise du processus de transformation
des fruits constituent un facteur clé dans la qualité des sous-produits des pommes
notamment le VCP. Avant d’étudier les caractéristiques physicochimiques et
phytochimiques du VCP, nous avons choisi de caractériser la matiere premiere
permettant de produire nos différents échantillons du VCP a savoir les deux variétés de
pomme Golden délicious et Red délicious utilisées pour produire le vinaigre dans les

différentes régions d’origine de nos échantillons du VCP.

1. Matériel et méthodes

1. Matériel végétal
Nous avons sélectionné deux variétés de pomme (Gloden délicious et Red
délicious) collectées a partir de différentes stations & vocation pomiculture par
excellence : station 1: Imilchil, Station 2 : Ait Ayach, Station 3 : Imouzzer Kandar

(Tableau 9). Les échantillons ont été collectés en octobre 2019.

Tableau 9: Données climatiques de trois stations d’échantillonnage.

Données climatiques Station 1 Station 2 Station 3
Latitude 32°3°8.594N 32 °41'23.124N 33°44°0.24 N
Longitude 5°46°9.105W 4 ° 54'29.33W 5°0°37.8W
Altitude 2138 1516 1317
Pluviometrie mm/ année 474 263 612
Température annuelle °C 11 15.20 13.5
Etage bioclimatique Humide Semi-aride Sub-humide

61



2. Meéthodologie d’extraction du jus
La préparation du jus a été faite a partir des deux variétés de pomme collectées

durant la saison de récolte en octobre 2019.

Les fruits ont ét¢€ lavés a I’eau distillée et mixés séparément a 1’aide d’un mixeur
Moulinex. Les jus obtenus ont été filtrés sur un papier filtre et conservés avant I’analyse
dans un réfrigérateur. La nomination de différents échantillons du jus est présentée dans
le tableau 10 et la figure 29.

Tableau 10: Symbole des jus de deux variétés collectées a partir de trois

stations
Station Variété Symbole
) Golden délicious S1GD
Station 1 o
Red délicious S1RD
) Golden délicious S2GD
Station 2
Red délicious S2RD
) Golden délicious S3GD
Station 3 o
Red délicious S3RD

Figure 29: Les échantillons de jus des deux variétés de pomme

3. Méthodologie de préparation des extraits de pomme
Le processus d’extraction a été réalisé avec deux solvants organiques, 1’éthanol
a 70 % et le méthanol a 80 % avec sonication pendant 30 minutes. Le rapport
solide/liquide était de I’ordre de 1/10. Les extraits obtenus ont été filtrés sur papier filtre
puis analysés. Les deux solvants organiques utilisés pour préparer les extraits sont

choisi sur la base d’efficacité d’extraire les molécules d’intérét biologique.
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4. Parametres physicochimiques

La détermination du pH des différents échantillons s’effectue directement par
I’utilisation du pH métre (OHAUS ST2100 F). La conductivité électrique a été mesurée
a I’aide d’un conductivimetre (CD20 Conductivy meter). Les résultats obtenus sont
exprimés en millisimens par centimétre (mS/cm). La détermination de 1’acidité titrable
de différents échantillons de jus a été mesurée par titration a I’aide d’une solution
d’hydroxyde de sodium de normalité¢ de 0.1 N en présence de phénolphtaléine comme
indicateur coloré jusqu’a I’obtention d’une zone virage. Les résultats sont exprimes en
g d’acide malique par 100 ml de jus respectivement. Le degré Brix reflete la teneur en
solide soluble présents dans 1’échantillon. Il a été mesuré a I’aide d’un réfractometre
manuel ATC. La densité de différents échantillons est mesurée par 1’utilisation d’un

densimétre.

5. Antioxydants et ’activité antioxydante
5.1. Polyphénols
La quantification des polyphénols totaux a été réalisée selon la méthode adoptée
par Singleton et al. (1999). Le test se base sur le changement de la couleur du réactif de
Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich) de couleur jaune. En bref, 100 pl de I’extrait, le jus,
ou le standard sont déposés dans un tube a essai ensuite on ajoute 500 pl de la solution
de Folin-Ciocalteu dilué. Aprés un repos presque de 5 min on ajoute 400 pl de carbonate
de sodium. L’absorbance est lue a 1’aide d’un spectrophotométre (UV-visible
spectrophotometer UV-1650PC) a une longueur d’onde de 760nm apres 1’incubation
du mélange réactionnel pendant 2 h a I’abri de la lumiére. Les tests ont été repétés trois

fois.

Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme équivalent de I’acide
gallique en utilisant la gamme d’étalonnage pour 100 ml du jus ou pour 1g de I’extrait
(mg EAG/100 ml, mg EAG/g).

5.2.Dosage des flavonoides
La teneur en flavonoides a été déterminée facilement par [’utilisation du
chlorure d’aluminium selon le protocole adopté par Kong et al., (2012). 100 pl de jus
ou d’extrait a été mélangé avec 100 pl d’AlClz, 6H202 a 10%. Apres une periode de
repos de 5 min, ajouter 200 pl de la soude NaOH au melange réactionnel. L’absorbance

est lue a I’aide d’un spectrophotométre (UV-visible spectrophotometer UV-1650PC) a
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une longueur d’onde de 510nm aprés 1’incubation du mélange réactionnel pendant 1 h

a 1’abri de la lumiére.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de la quercétine par

rapport a 100 ml du jus (mg EQ/100 ml) et par rapport a 1g d’extrait (mg EQ/Q).

5.3. Capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale a été évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne selon le protocole adopte par (Laaroussi et al., 2020c; Zengin et al.,
2013a). Dans un tube a essai, on dépose 25 pul d’extrait ou du jus, puis on ajoute 1 mL
de la solution de molybdate. Aprés 90 minutes dans un bain marie & 95 °C a I’obscurité,

I’absorbance a été lue a 695 nm.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de ’acide ascorbique par

rapport a 100 ml du jus (mg EAA/100 ml) ou par rapport a 1g d’extrait (mg EAA/g).

5.4.Piégeage des radicaux libres par le test DPPH
La détermination de 1’activité anti radicalaire par le radical libre DPPH a été
effectuée selon le protocole détaillé par Hogg et al., (1961). Il consiste a mesurer
I’efficacité d’une substance naturelle en mesurant la diminution de la coloration pourpre
bien caractéristique de la solution de DPPH. 25 pl du jus ou d’extrait, a été melangé
avec 1 ml de la solution de DPPH. Par la suite, le mélange réactionnel a été incubé

pendant 60 minutes a I’obscurité. L’absorbance a été lue a 517 nm.
Le pourcentage d’inhibition est calculé comme suit :

(absorbance de controle — absorbance de 1'échantillon)
Pl = * 100
absorbance de controle

La concentration fournissant 50% d’inhibition radicalaire a été calculée a partir
du graphe de pourcentage d’inhibition (Voir I’annexe) tracé en fonction de la

concentration de I’échantillon. Les résultats sont exprimés en pl/ml.

6. Analyse statistique
L’analyse statistique a été réalisé par ANOVA one way via le programme Past
3 pour déterminer la signification (P<0.05). Les corrélations entre les parameétres des

échantillons étudiés ont été obtenues par le coefficient de corrélation de Pearson (r) a
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un niveau de signification 95% (P<0.05). Les résultats ont été également soumis a une

analyse multivariée (analyse en composantes principales).

I1l. Résultats et discussion

1. pH, conductivité électrique, aciditeé titrable, jutosité, densité et
°Brix.
Les valeurs des paramétres physicochimiques varient en fonction de la variété
de pomme et la station de prélevement. Les résultats de la caractérisation

physicochimique de base sont présentés dans le tableau 11.
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pomme collectées

Tableau 11: Les parameétres physicochimiques des jus de deux variétes de

Varieté Conductivité o Jutosité
) o Acidite . _
Station de pH éléctrique pS/ ) mL/100 g Densité °Brix
titrable %
pomme cm pf
GD 3,31+0,01 241,33+6,42 1,82+0,13 67,5 1,1271 16,36
S1
RD 4,01+0,015  230,66+6,43  0,86+0,145 61,76 1,1297 16,65
GD 4,03+0,02 221,67+251  0,48+0,133 58,82 1,1269 16,33
S2
RD 4,05+0,01 225+6,55 0,670,136 66,37 1,1283 16,49
GD 4,1+0,01 223,34+9,01  0,68+0,144 60 1,1257 16,2
S3
RD 3,86+0,015  237,35%1,52 0,60+0,04 53 1,1266 16,3

S1GD: Station 1 Golden delicious, SIRD: Station 1 Red delicious.
S2GD: Station 2 Golden delicious, S2RD: Station 2 Red delicious.
S3GD: Station 3 Golden delicious, S3RD: Station 3 Red delicious.
Pf : Poids frais

Les jus obtenus a partir des deux variétés ont un pH acide qui ne dépasse pas
4,22. Les résultats obtenus sont en concordance avec ceux évoqués par plusieurs études
en Pologne (Lata, 2007), en Tunisie (Boudabous et al., 2012), et en Chine (Tian et al.,
2018). En ce qui concerne la conductivité électrique de différents jus, les résultats ont
montré que les deux jus de Golden délicious de la station 1 et de Red délicious de la
station 3 ont enregistré également les valeurs les plus élevées. Les résultats de I’acidité
obtenus varient entre 1,82+0,13-0,48+0,133 % et 0,60+0,4-0,86+0,145 % pour la
variété Golden délicious et Red délicious respectivement. Les résultats de 1’acidité
titrable des jus sont éleves par rapport a ceux documentés par Boudabous et al., (2012),
mais similaires a ceux rapportés dans des études précédentes (Leahu et al., 2013; Tian
et al., 2018a). L’acidité est I’un des éléments utilisés pour évaluer la qualité des fruits
(Hagen et al., 2007). Elle donne le goit aigre da a la présence d’acide malique (Hagen
et al., 2007).
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Les valeurs de la jutosité obtenues des deux variétés de pomme étudiées varient
entre 67,5 et 53 %. Le Gloden délicious de la station 1 a enregistré le plus grand
rendement en jus avec un pourcentage de 67,5%. Pour le Red délicious, 1’échantillon
de la station 2 a enregistré également un rendement elevé 66,37 %. Les résultats obtenus

sont en accord avec ceux rapportés par (Piagentini and Pirovani, 2017).

Les résultats de la densité varient entre 1,1257 et 1,1297. Les valeurs de la

densité et du degré brix sont identiques.

2. Antioxydants et activité antioxydante

2.1. Quantification des polyphénols et des flavonoides des jus de deux
variétés de pomme
Les molécules bioactives jouent un role trés important pour la plante et le
consommateur en méme temps. Les analyses phytochimiques du jus des deux variétés
de pomme collectées dans différentes stations des deux régions d’étude concernent la
teneur en polyphénols totale et la teneur en flavonoides totale. Les résultats obtenus
sont présentés dans le tableau 12.

Tableau 12: La teneur des polyphénols et des flavonoides des jus de pomme.

TPC TFC
Station/variété
mg GAE/ 100 ml mg QE/ 100 ml

GD 81,16+4,41 6,76+0,02
S1

RD 115,91+3,16 7,43+0,13

GD 135,41+6,66 5,07+0,09
S2

RD 107,34+4,08 3,91+0,04

GD 98,5+7,41 3,10+0,02
S3

RD 94,91+3,66 4,91+0,11

TPC : teneur en polyphénols totaux, TFC : teneur en flavonoides totatux

Le taux des polyphénols varie de 81,16+4,41 a 135,41+6,66 mg EAG/100 ml
pour le Golden délicious et de 94,5+3,66 a 115,91+3,16 mg EAG/100 ml pour le Red

délicious. Le jus de Golden délicious de la station 2 et celui de Red délicious de la
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station 1 ont enregistreé les taux les plus élevés en polyphénols. En ce qui concerne les
flavonoides les teneurs obtenues varient de 3,10+0,02 a 7,43+0,13 mg EQ/100 ml de
jus. Les deux variétés de la station 1 ont enregistré les valeurs les plus élevées avec des
teneurs de 6,76+0,02 & 7,43+0,09 mg EQ/100 ml pour le Golden délicious et le Red
délicious respectivement. La teneur des polyphénols et des flavonoides des deux
variétés de pomme varie selon la variété, 1’origine géographique, les conditions
climatiques, le stade de maturité et les conditions de stockage (Amiot et al., 1995, 1992;
Mehinagic et al., 2011). Les résultats obtenus sont en concordance avec ceux rapportés
par plusieurs études précédentes (Sylvain Guyot et al., 2014; Mehinagic et al., 2011;
Tian et al., 2018b; Xu et al., 2016).

2.2. Quantification des polyphénols (TPC) et des flavonoides (TFC) des
extraits de deux variétés de pomme
Les extraits des deux variétés sont réalisés par deux solvants organiques,
I’éthanol et le méthanol, et les résultats du dosage des polyphénols et les flavonoides
sont présentés dans le tableau 13.
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Tableau 13: La teneur des polyphénols et des flavonoides des extraits des deux

variétés.
TPC TEC
Station Variété/extrait
mg GAE/ g pf mg QE/ 100 g pf
EE 7.16%0.72 1.4%0,23
GD  gm 7.6+0,41 0,5+0,22
s1
EE 515+1,12 1,24+0.46
RD  gm 7,0120,72 7.03+0,71
EE 3,5+0,30 0,55+0,23
GD  gm 3,82+0.45 2.20+0.17
)
EE 7.89+0.28 0,43+0.11
RD  gm 7.61+0,57 1,17+0,90
EE 4.53+0.24 0,30+0,02
GD  gm 5,17+0,2 1,48+0,23
s3
EE 3,88+0,02 0,5520,20
RD  Em 5,43+0,08 3,5620,46

EE : extrait éthanolique, EM : extrait méthanolique

Les extraits de Golden délicious de la station 1 et le Red délicious de la station
2 ont enregistré les valeurs les plus élevées en polyphénols totaux avec des valeurs de
GDEE= 7,16+0,72 mg EAG/g pf; GDEM= 7,6+0,41 mg EAG/g pfet RDEE=
7,89+0,28 mg EAG/g pf; RDEM= 7,61+0,57 mg EAG/g pf respectivement. Les
résultats obtenus sont élevés par rapport a ceux évoqués par (Goulas et al., 2014;
Petkova et al., 2019). Wang et al., (2019) ont rapporté des teneurs en polyphénols
variant entre 1,294+0,11 et 4,959+0,28 mg EAG/g.

Par contre, pour la teneur en flavonoides totaux, les valeurs les plus élevées ont
été enregistrées pour les extraits GDEE et RDEM de la station 1 avec des valeurs de

1,4+0,23 et 7,03+£0,71 mg EQ/qg de poids frais respectivement. les résultats obtenus sont
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en accord avec ceux évoqués par (Wang et al., 2019). La fluctuation de la teneur en
flavonoides peut s’expliquer par la forte diminution des flavonoides au cours du

développement du fruit (Renard et al., 2007).

2.3. Capacité antioxydante totale (CAT)

A. Pour les jus
Les résultats de la capacité antioxydante totale des jus obtenus a partir des fruits

de deux variétés de pomme sont présentés dans le tableau 14.

Tableau 14: La capacité antioxydante totale des jus de pomme

TAC
Station/variété
mg AAE/ 100 ml

GD 1,93+0,306
S1

RD 2,47+0,026

GD 2,06%0,090
S2

RD 2,36%0,067

GD 2,37+0,028
S3

RD 2,11+0,009

Le jus de pomme a donné des activités antioxydantes remarquables. Les valeurs
de la capacité antioxydante totale varient entre 1,93+0,306 et 2,471+0,026 mg EAA/100
ml de jus. Le jus de la variété Red délicious posséde la valeur la plus élevée et le jus de
la variété Golden délicious posséde la valeur la plus faible, les deux variétés ont été
collectées a partir de la région d’Imilchil (station 1). Les résultats indiquent que les
différents échantillons ont une activité antioxydante remarquable. La différence entre
les valeurs des capacités antioxydantes des échantillons de jus de pomme pourrait
s’expliquer par les différentes conditions pédoclimatiques d’une station a 1’autre. Les
pommiers s’adaptent aux conditions défavorables en produisant des métabolites
secondaires qui participent a leur protection au cours de leur développement (de
Almeida Siqueira et al., 2013). De plus, la teneur en composes bioactifs des pommes
dépend des cultivars, des conditions de stockage, et du stade de maturité des fruits
(Amiot et al., 1995).
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B. Pour les extraits

L’activité antioxydante totale a été évaluée également en utilisant 1’éthanol et le

méthanol comme solvants organiques pour extraire les molécules bioactives. Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau 15.

Tableau 15: La capacité antioxydante totale des extraits de deux variétes de

pomme
Station Variété/extrait TAC mg EAA/100 g pf
EE 6,01+0,55
GD
EM 3,6+£0,5
S1
EE 5,42+0,6
RD
EM 2,68+0,21
EE 3,12+0,3
GD
EM 2,29+0,24
S2
EE 7,28+0,28
RD
EM 2,98+0,09
EE 5,46+0,19
GD
EM 1,13+0,07
S3
EE 5,63+0,08
RD
EM 2,06+0,05

EE : extrait éthanolique, EM : extrait méthanolique

Les résultats obtenus varient selon le solvant organique utilisé et également

selon la variét¢ et la station de 1’échantillonnage. Les valeurs de la capacité

antioxydante totale varient de 1,13+0,070 a 7,28+0,280 mg EAA/100 g de poids frais

de la pomme. Le méthanol est le solvant organique le plus approprié pour extraire les

molécules bioactives (Tableau 13) qui ont un pouvoir antioxydant remarquable.

L’extrait éthanolique de la variété Red délicious de la station 3 et I’extrait méthanolique
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de la variéte Gloden delicious de la station 3 ont enregistré les valeurs les plus élevées
(7,28+0,280 et 5,63+0,081 mg EAA/100 g pf respectivement).

2.4. Activité de piegeage du radical DPPH pour les jus et les extraits

Le deuxieme test de 1’activité antioxydante utilisé est I’activité de piégeage du

radical DPPH.

A. Pour les jus
L’¢évaluation du pouvoir anti radicalaire des jus de pomme nous a permet d’avoir

les résultats présentés dans le tableau 16.

Tableau 16: le pouvoir antiradicalire des jus de deux variétés de pomme

Station/variété DPHH ICso pl/ml

GD 1,46+0,19

S1
RD 1,82+0,02
GD 1,13+0,22

S2
RD 0,92+0,01
GD 1,22+0,07

S3
RD 1,9+0,11

Les différents échantillons de jus de pomme ont donné des valeurs de
pourcentage d’inhibition (PI) variant de 0,92+0,01 a 0,92+0,01 pl/ml. Les jus des deux
variétés de la station 2 ont enregistré 1’activité antiradicalaire la plus intéressante par

rapport aux autres échantillons de jus.

B. Pour les extraits
Nous avons également déterminé le pouvoir antiradicalaire des extraits de
pomme par I’utilisation du test DPPH. Les résultats obtenus sont présentés dans le
tableau 17.
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Tableau 17: Le pouvoir antiradicalaire des extraits de deux variétés de pomme

Station Variété/extrait DPPH ICso pg/ml
EE 0,75+0,43
GD
EM 2,43+0,97
S1
EE 1,30+0,01
RD
EM 1,23+0,11
EE 1,99+0,11
GD
EM 2,04+0,50
S2
EE 0,99+0,08
RD
EM 1,77+0,05
EE 2,17+0,14
GD
EM 1,81+0,09
S3
EE 2,46+0,05
RD
EM 1,6+0,80

Les résultats de 1’ICso DPPH varient de 0,75+0,43 a 2,46+0,05 pl/ml pour les

extraits éthanoliques et de 1,23+0,11 a 2,43+0,97 ul/ml pour les extraits méthanoliques.

Le Golden délicious de la station 1 et le Red délicious de la station 2 ont enregistré des

activités antioxydantes les plus intéressantes.
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Component 2

3. Analyse multivariée et corrélation
Le test statistique utilisé dans cette partie est 1’analyse de la composante
principale et la corrélation des parametres étudiés de différents jus et extraits. Deux
composantes principales ont été extraites dans le modele ACP des échantillons étudiés
(Figure 30). Les deux composantes principales ont représenté une variance cumulative
de 71,875 %.

3004  ®SIRD
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®S2RD 0.75+

T T
-1.30 -0.75 0.75 1.50 225 3.00 3.75
*52GD

®S3RD
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Component 1

Figure 30: Projection de différents échantillons étudiés et variables sur le plan
factoriel formé par les deux premiéres composantes principales

La premiére composante représente une proportion de 42,467 %, les
échantillons S1GD, S2RD, et S3RD dominent la partie positive, tandis que les trois
autres échantillons (S2RD, S2GD, et S3GD) dominent la partie négative de la premiére
composante. La deuxiéeme composante principale (CP2) représente une variance
cumulative de 29,408 % des résultats obtenus, les échantillons SIRD et S2RD se
trouvent dans la partie positive de CP2, tandis que les autres échantillons sis dans la
partie négative de la méme composante. Une bonne discrimination a été faite entre les
variétés étudiées, qui ont éte discriminees par la deuxiéme composante. Le S1IRD et le
S2RD se caractérisent par leur homogénéité en terme de composés phénoliques, ce qui
a impligué une corrélation positive avec I'activité antioxydante totale et une corrélation
négative avec IC50 DPPH. Le S1GD a été éloigné de tous les autres échantillons étudiés

en raison de son pH le plus faible, de sa conductivité électrique élevée, de son acidite
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titrable élevée, et de sa jutosité élevée. D'apres les résultats obtenus de I’ ACP, on peut

déduire que la distribution des différentes variétes étudiées a été corrélée avec la station

et la variété (Tableau 18).

Tableau 18: Coefficients de corrélation de Pearson entre les parametres

phytochimiques et les activités antioxydantes de différents jus.

pH CE AT Jutosité °Brix Densité TPC TFC CAT ICs0o DPPH
pH 1 0,033655 | 0,0091706 | 0,44083 | 0,87927 | 0,86349 | 0,14447 | 0,28074 | 0,094133 0,61654
CE -0,84622 1 0,10216 0,90523 | 0,89792 | 0,9149 | 0,090988 | 0,22446 | 0,30824 0,14665
AT -0,92076 0,72624 1 0,17193 | 0,87508 | 0,89435 | 0,14084 | 0,25216 | 0,35218 0,76086
Jutosité -39302 0,063265 | 0,63904 1 0,46385 | 0,47135 | 0,66292 | 0,67578 | 0,96273 0,32156
°Brix 0,080659 0,068162 | 0,083471 | 0,37501 1 0,002489 | 0,59697 | 0,17195 | 0,35241 0,69148
Densité 0,091263 0,056794 | 0,070547 | 0,36921 | 0,99987 1 0,57812 | 0,17721 | 0,35104 0,70117
TPC 0,67111 -0,7424 | -0,67554 | -0,22871 | 0,27567 | 0,28933 1 0,96851 | 0,61461 0,59821
TFC -0,52879 0,58311 0,55579 0,21968 | 0,63901 | 0,63901 ) 1 0,71452 0,21299
0,020996
CAT 0,73777 -0,5038 -0,4655 | 0,024853 | 0,46531 | 0,46647 | 0,26299 ) 1 0,93433
0,19271
ICA50%DPPH 0,26161 0,66847 0,16081 | -0,49199 | 0,20871 | 0,20197 | -0,27477 | 0,59482 0 04-3811 1

IV. Conclusion

Les paramétres physicochimiques et I’activité antioxydante de deux variétés de

pommes récoltées dans différentes régions du Maroc ont été déterminés. La teneur en

composés bioactifs dépend strictement de la variété de pomme. Les résultats obtenus

ont révelé que la variété Golden délicious de la station 2 (S2GD) était la plus riche en

contenu phénolique parmi tous les échantillons étudiés. De plus, 1’origine géographique

a eu un effet remarquable sur la teneur en composés bioactifs des pommes. Les pommes

des zones montagneuses pourraient étre une source inépuisable en molécules d’intérét

biologique. Ces variétés de pomme peuvent étre une matiére premiere pour la

production de nombreux sous-produits a intérét économique majeur.
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Chapitre 3 : Etude comparative du VCP

artisanal et du VCP industriel
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l. Introduction

Plusieurs aliments traditionnels sont encore consommes et appréciés par les
consommateurs comme le vinaigre de cidre de pomme grace a ses importantes vertus
thérapeutiques. La production du VCP impliqgue deux étapes successives, la
fermentation alcoolique qui s’effectue dans des conditions anaérobiques tandis que la
deuxiéme étape, la fermentation acétique, s’effectue en présence de I’oxygene (Solieri
and Giudici, 2009). Différentes méthodes ont été utilisées pour produire le VCP comme
la méthode lente nommée la méthode d’Orléans (la culture en surface) et la méthode
rapide (la culture submergée) (Mazza and Murooka, 2009; Solieri and Giudici, 2009).
La longue période du processus artisanal contribue a la qualité du produit fini (le VCP)
car elle dirige I’interaction biologique entre les microorganismes et les futs de bois
utilisés en générant de nouveaux composeés ayant des fonctions biologiques (Budak et
al., 2014a; Mazza and Murooka, 2009). Cependant, la méthode de la culture immergée
nécessite un apport en oxygene élevé pour accélérer le processus de fabrication du VCP,
malgré la courte durée de fabrication, ’excés d’oxygene accentue la dégradation des
molécules bioactives mais ne permet pas la production de molécules biologiquement
actives nouvellement générées comme la méthode traditionnelle (Budak and Guzel-
Seydim, 2010).

Le vinaigre de cidre de pomme est utilisé comme un remede contre plusieurs
pathologies (Budak et al., 2014a; Chen et al., 2016a). Parmi les anciennes prescriptions
décrites ont été mentionnées par le livre chinois Fifty-Two diseases (Chen et al., 2016a).
de nombreuses études ont rapporté les effets bénéfiques du VCP tels que I’effet
antiinflammatoire, 1’effet antitumoral, I’effet antidiabétique, et I’effet antihypertenseur
(Beh et al., 2017; Chen et al., 2016a; Golzarand et al., 2008). D’autres chercheurs ont
rapporté que la consommation du VCP aidait a contrdler la glycémie et avait un effet
inhibiteur de I’a-glucosidase (Fan et al., 2011; Gu et al., 2012).

L’inhibition des enzymes digestives constitue un facteur clé pour réduire la
réponse postprandiale aprés la prise d’un repas. Sur la base de cette évidence, la
présente étude fournit une évaluation des criteres de qualité du VCP produit par deux
méthodes artisanale et industrielle, ainsi que les propriétés physicochimiques, I’activité
antioxydante, et le pouvoir antidiabétique in vitro par I’évaluation du pouvoir inhibiteur

des enzymes de 1’a-glucosidase et de I’a-amylase.
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1. Matériel et méthodes

1. Méthodologie de préparation du vinaigre de cidre de pomme
Le processus de la production du VCP consiste en deux étapes successives, la

fermentation alcoolique et la fermentation acétique.

La méthode traditionnelle se déroule hermétiquement dans des futs en plastique
pendant un mois a une température ambiante (20-30°C) et a I’obscurité en utilisant des
pommes coupées en petit morceaux. Par la suite, le mout fermenté est filtré et renversé
dans un autre fut sec et muni de filtres a air stériles pour aérer le systéme pendant deux

a trois semaines.

La méthode industrielle consiste a mettre le jus de pommes obtenu dans des futs
en plastique en ajoutant des starters (Saccharomyces cerevisiae) a une température
ambiante pendant une a deux semaines. La phase de la fermentation acétique qui est
une phase d’oxydation d’éthanol en acide acétique est assuré par I’utilisation de

’acétateur pendant 6 a 8 h. (Figure 31 et 32).

Processus industriel o Acetateur
2
C Y @>

Pommes
Golden delicrous — D ——
et Red delicious

== / : : VI

Jus Fermentation Fermentation

alcoolique acétique
AN

S
SS— |85

Pommes sans § §
graines et piéces Fermentation Fermentation
florales alcoolique acétique

Figure 31: Les procédés de production du VCP
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Extracteur de jus Fut en plastique Acétateur Emballage de produit fini

Figure 32: Matériels utilisés pour la production du VVCP industriel (cas de
coopérative d'Assif Melloul Bouzmou Midelt)

2. Echantillons du VCP
Nous avons choisi deux échantillons du VCP produits par deux techniques
différentes et disponibles sur le marché au niveau de Midelt (32°41°47°°N 4°45°03”°W,
1508m). Le tableau 19 représente les informations sur les deux des échantillons de VCP

étudiés dans ce chapitre.

Tableau 19: Présentation des échantillons de vinaigre de cidre de pomme

Symbole Nature de produit Matiere premiere
VA Vinaigre de cidre de pomme artisanal Mélange de variétés de pommes
VI Vinaigre de cidre de pomme industriel Mélange de variétés de pommes

3. Caracterisation physicochimique

La détermination du pH des deux échantillons s’effectue directement par
I’utilisation du pH metre (OHAUS ST2100 F). La conductivité €lectrique a été mesurée
a I’aide d’un conductivimetre (CD20 Conductivy meter). Les résultats obtenus sont
exprimés en millisimens par centimeétre (mS/cm). La détermination de I’acidité titrable
des deux échantillons de vinaigre a été mesurée par titration a 1’aide d’une solution
d’hydroxyde de sodium de normalité de 0,1 N en présence de phénolphtaléine comme
indicateur coloré jusqu’a 1’obtention d’une zone virage. Les résultats sont exprimeés en
g d’acide acétique par 100 ml de vinaigre. Le degré Brix reflete la teneur en solide
soluble présents dans 1’échantillon. Il a ét¢ mesuré a I’aide d’un réfractométre manuel

ATC. La densité de différents échantillons est mesurée par I’utilisation d’un densimeétre.
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4. Antioxydants et activité antioxydante

4.1. Polyphénols

La quantification des polyphénols totaux des vinaigres a été réalisée selon la
méthode adoptée par Singleton et al. (1999). Le test se base sur le changement de la
couleur du réactif de Folin-ciocalteu (Sigma Aldrich) de la couleur jaune. En présence
des polyphénols, il est réduit pour former des oxydes de tungstene (WgO23) bleus et du
molybdéne (MogO23). 100 ul du vinaigre ou le standard sont déposés dans un tube a
essai ensuite on ajoute 500 pl de la solution de Folin-Ciocalteu diluée. Aprés 5 min on
ajoute 400 pl de carbonate de sodium. L’absorbance a ¢été lue a 1’aide d’un
spectrophotometre (UV-visible spectrophotometer UV-1650PC) a une longueur d’onde

de 760nm apres I’incubation du mélange réactionnel pendant 2 h a I’abri de la lumiére.

Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme équivalent de I’acide

gallique par 100 ml du VCP en utilisant la gamme d’étalonnage (mg EAG/100 ml).

4.2.Dosage des flavonoides
La teneur en flavonoides a été déterminée facilement par I’utilisation du
chlorure d’aluminium selon le protocole adopté par Kong et al., (2012). 100 ul du
vinaigre a été mélangé avec 100 pl d’AlCls, 6H202 a 10%. Apres une période de repos
de 5 min, on ajoute 200 ul de la soude NaOH au mélange réactionnel. L’absorbance est
lue a I’aide d’un spectrophotométre (UV-visible spectrophotometer UV-1650PC) a une
longueur d’onde de 510nm apreés une incubation du mélange réactionnel pendant 1 h a

I’abri de la lumiére.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de la quercétine par

rapport a 100 ml du vinaigre (mg EQ/100 ml).

4.3. Capacite antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale a été évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne selon le protocole adopté par Laaroussi et al., 2020c; Zengin et al.,
2013a). Dans un tube a essai, on dépose 25 ul Du VCP puis on ajoute 1 mL de la
solution de molybdate. Le melange réactionnel a été incubé pendant 90 minutes dans

un bain marie a 95 °C a 1’obscurité. Par la suite 1’absorbance a été lue a 695 nm.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de 1’acide ascorbique par
q

rapport a 100 ml du vinaigre (mg EAA/100 ml).
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4.4.Piégeage des radicaux libres par le test DPPH
La détermination de ’activité anti radicalaire par le radical libre DPPH a été
effectuée selon le protocole détaillé par Hogg et al., (1961). Il consiste a mesurer
I’efficacité d’une substance naturelle en mesurant la diminution de la coloration pourpre
bien caractéristique de la solution de DPPH. Dans un tube a essai, on dépose 25 ul du
vinaigre, puis on ajoute 1 ml de la solution de DPPH. Le mélange réactionnel a été

incubé pendant 60 minutes a 1’obscurité. Par la suite I’absorbance a été lue a 517 nm.
La pourcentage d’inhibition (PI) du radical DPPH est calculé comme suit :

(absorbance de controle — absorbance de I'échantillon)
= * 100
absorbance de controle

La concentration fournissant 50% d’inhibition radicalaire a été calculée a partir
du graphe de pourcentage d’inhibition tracé en fonction de la concentration de

I’échantillon (Voir I’annexe). Les résultats sont exprimes en pl/ml.

5. Activité antidiabétique in vitro

5.1.Test d’inhibition de I’a-amylase

La méthode décrite précédemment par (Ferreira-Santos et al., 2020) a été choisi
pour déterminer le pouvoir inhibiteur de I’a-amylase. En bref, 500ul d’enzyme et de
VCP ont été mélangés et incubés pendant 15 minutes a 37°C. Par la suite, une solution
d’amidon (1%) a été préparée et 500l ont été ajoutés au mélange réactionnel et incubés
a 37°C pendant 15 minutes. 1ml d’acide dinitrosalicylique a été ajouté au mélange
réactionnel et incubé dans un bain marie bouillant. L’absorbance a été lue a 540nm
aprés une dilution de 1/10. L’acarbose et I’éthanol a 70% ont été utilisés respectivement

comme contrdle positif et négatif.

5.2.Test d’inhibition de I’a-glucosidase

Un mélange de différentes concentrations du VCP et du nitrophenyl-R-d-
glucopyranoside (pNPG, 3 mM) a été mélangé avec une solution de a-glucosidase
(10Ul/ml). Le mélange obtenu a été incubé a 37°C pendant 15 minutes. Une solution
de Na;COs (1M) a été utilisée pour arréter la réaction. Enfin, I’absorbance a été lue a

400 nm (Ferreira-Santos et al., 2020).

L’activité inhibitrice de I’a-amylase et I’a-glucosidase a été calculée en utilisant

I’équation suivante :
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I (%) = (40 — A1/A0) x 100
AOQ : absorbance de contrdle, Al : absorbance de 1’échantillon

Les valeurs fournissant 50% de I’activité de 1’a-amylase et de I’a-glucosidase
ont été calculées a partir d’une courbe d’étalonnage et les résultats ont été exprimés en

pg/mL.

I1l. Résultats et discussion

1. Parametres physicochimiques

Les parameétres physicochimiques du VVCP industriel et artisanal sont présentés
dans le tableau 20. Les valeurs de pH étaient comprises entre 3,19+0,021 et 3,69+0,005
pour le vinaigre industriel et artisanal respectivement. Les valeurs obtenues sont en
accord avec les données rapportées par des études précédentes (Na et al., 2013; Sengun
et al., 2019; Siddeeg et al., 2019). La différence de pH peut étre due au développement
des microorganismes et a la maitrise du systéme d’aération du processus industriel. La
conductivité électrique est comprise entre 3,6 et 5,4 mS/cm pour le VA et le VI
respectivement. les résultats obtenus dans la présente étude sont inférieurs a ceux
documentés par (Siddeeg et al., 2019). En ce qui concerne le degré Brix, les valeurs
obtenues oscillent entre 5,2+0,142 pour le VA et 6,37+0,042 pour le VI. Les résultats
obtenus sont en concordance avec ceux rapportés par (Siddeeg et al., 2019), et
supérieurs a ceux documentés par (Sengun et al., 2019). Alors que la densité des
vinaigres testés présente des valeurs comparables. Cependant, Siddeeg et al., 2019) ont
rapportés des valeurs de densité élevées que celles obtenues dans notre étude.

Tableau 20: Les paramétres physicochimiques du VVCP artisanal et du VCP
industriel

Conductivité

) ) _ Acidité ) )
Echantillon pH électrique _ °Brix Densité
titrable %
mS/cm
VA 3,690,005 2,81+0,014 3,610,211  6,37+0,042 1,024+0,0001
Vi 3,190,021  2,79+0,007 5,440,141 5,240,142 1,020+0,0005
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2. Antioxydants et activitée antioxydante

Les polyphénols, les flavonoides, et I’activité antioxydante sont présentés dans
le tableau 21. Les teneurs les plus élevées en polyphénols et en flavonoides ont été
enregistrées pour le VA, alors que, les valeurs les plus faibles ont été trouvées dans le
VI. Concernant I’activité antioxydante des deux types de VCP évaluée par deux test
complémentaires (TAC et DPPH), les résultats obtenus ont révélé que le VA possede
la capacité antioxydante totale la plus élevée (9,17+0,86 mg EAA/100ml) et la valeur
la plus faible a été enregistré pour le VI (4,22+0,26 mg EAA/100ml). De méme, le VA
a présenté la capacité de piégeage du radical libore DPPH la plus élevee
(0,313+0,008ul/ml), alors que le VI a la capacité la plus faible (0,899+0,026 pL/ml).
Des ¢tudes publi¢es sur 1’activité antioxydante du VCP indiquent que I’activité de
piégeage du radical DPPH du VI était de I’ordre de 0,0178 mmol TEAC/mI (Zhao et
al., 2018). La comparaison de 1’activité antioxydante de vinaigre artisanal et du VCP
industriel montre que le vinaigre artisanal posseéde 1’activité antioxydante la plus
importante par rapport au vinaigre industriel avec des valeurs de 10.50pmol/ml et
8.84umol/ml TE pour le vinaigre artisanal et industriel respectivement (Budak and
Guzel-Seydim, 2010). Les propriétés bioactives des vinaigres sont influencées par
multiple facteurs tels que la matiere premiére, la technique de production, et la situation
géographique de cultivar utilisé dans la production du vinaigre.

Tableau 21: Les antioxydants et I'activité antioxydante du VVCP artisanal et du
VCP industriel

3 TPC TFC TAC 1Cs0 DPPH
Echantillon
mg AGE/100ml mg QE/100ml mg AAE/100ml pl/ml
VA 106,91+1,64 11,360,065 9,17+0,86 0,313+0,008
Vi 68,08+0,23 3,4740,254 4,22+0,26 0,899+0,026

3. Activité antidiabétique in vitro du VI et VA

La premiére étape de la prise en charge du désordre métabolique nécessite
I’inhibition des enzymes hydrolysant les glucides (Kim et al., 2011). L’inhibition de
ces enzymes pourrait diminuer 1’hyperglycémie postprandiale (Hirsh et al., 1997). De
nombreuses études ont prouvé la capacité du VCP a réduire I’hyperglycémie (Halima
et al., 2016; Johnston et al., 2013; P. Mitrou et al., 2015a; Oztiirk et al., 2009). Dans ce
contexte, I’activité inhibitrice de 1’a-amylase et de I’a-glucosidase des VCP produits
par deux différentes techniques a été évaluée et les résultats obtenus sont présentés dans
le tableau 22.
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Tableau 22: I’activité inhibitrice de 1’a-amylase et 1’a-glucosidase du VA et du

VI.
. a-amylase a-glucosidase
Echantillon I1Cso (ug / ml) 1Cs0 (g / ml)
VA 16,32 £ 0,01 156,53 + 0,07
VI 152,86 + 0,06 4024,28 +5,12
Acarbose 35,42 +1,00 1100 +1,00

Les résultats obtenus ont révélé que le VA avait la plus forte activité contre les
deux enzymes testées (a-amylase et a-glucosidase) avec des valeurs d’ICso de 16,32 +
0,01 pg/ml et 156,53 + 0,07 pg/ml respectivement. Les valeurs de 1’ICsp du vinaigre
artisanal contre les deux enzymes testées étaient inférieures a celle exprimées par
I’acarbose dont les valeurs d’ICsg étaient de 35,42 +1,00 pg/ml et 1100 +1,00 pg/mi

pour I’a-amylase et 1I’a-glucosidase respectivement.

L’inhibition de ces enzymes contribue a la gestion du diabete de type 2 en
supprimant ou en interrompant 1’absorption des glucides générant le glucose (Kim et
al., 2011). La diminution de I’hydrolyse des glucides est considérée comme 1’une des

approches efficaces pour diminuer I’hyperglycémie et ’hyperlipidémie (Halima et al.,
2016).

La quantification phytochimique a révélé la présence de composés phénolique
qui présentent une bonne activité d’inhibition enzymatique (Kim et al., 2011; Tan et
al., 2017). 1l a été montré que les flavonoides ont une activité d’inhibition plus
élevée(Tan et al., 2017). Les composés phénoliques individuels présents dans le VCP
notamment ’acide gallique, I’acide chlorogénique, ’acide férulique, 1’acide caféique,
et la catéchine, ont montré une inhibition significative par la liaison des enzymes
hydrolysant les glucides (Tan et al., 2017). De plus, I’acide acétique, en tant qu’acide
organique majeur présent dans le VCP a été suggéré comme facteur clé pour diminuer
I’acticité de la disaccharidase, la maltase intestinale, la lactase, et la sucrase (Halima et
al., 2016; Ogawa et al., 2000). La consommation du VVCP diminue le pH, ce qui pourrait
inactiver 1’a-amylase a différents stades de la digestion tout au long du tube digestif
(Marunaka, 2018). Il a été déja rapporté que 1’acide citrique était I’acide organique le
plus actif par rapport aux autres acides organiques présents dans le VCP comme ’acide
malique, ’acide tartrique, et I’acide succinique (Noh et al., 2020). En effet, le VCP
contient un cocktail de composés bioactifs comprenant les composés phénoliques

influencé par la technique de production du VCP ainsi que le cultivar utilisé. En
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génerale, la méthode traditionnelle fournit des vinaigres de meilleure qualité grace a
une complexité organoleptique exceptionnelle (Garcia-Parrilla et al., 2017). Des études
précédentes ont documenté que les composés phénoliques possédent une activité
inhibitrice des enzymes a-amylase et a-glucosidase (Abdelli et al., 2021; Figueiredo-
Gonzalez et al., 2019; Salahuddin et al., 2020). Les composés bioactifs présents dans le
VCP agissent en synergie pour contrbler I’activité des enzymes digestives et par

conséquence reduisant la glycemie.

IV. Conclusion

Dans cette étude, la comparaison entre le VVCP artisanal et le VCP industriel a
montré que le VCP artisanal possede une meilleure qualité en terme de propriétés
physicochimiques et de teneur en molécules bioactives. Le VCP industriel se distingue
par sa rapidité de production, cependant, avec cette production rapide, il perd certains
composés bioactifs qui nécessitent une longue durée pour se former. Nos résultats ont
montré que le VCP artisanal est plus efficace pour inhiber les enzymes (a-amylase et
a-glucosidase) que le VCP industriel. La méthodologie de préparation du VVCP affecte

la composition phytochimique et par conséquence ses propriétés biologiques.
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Chapitre 4 : Caractérisations
physicochimique et phytochimique, et activité
antibactérienne des VCP de diflérentes

regions au Maroc.
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l. Introduction

Le vinaigre de cidre de pomme est une source importante de molécules
thérapeutiques. 1l est connu pour ses activités antibactériennes et antioxydantes, car il
contient des quantités importantes de composes bioactifs qui jouent un role majeur dans
le traitement des infections bactériennes (Ahmadniaye et al., 2019; Cushnie and Lamb,
2011, Safari and Sarkheil, 2018). Le vinaigre de cidre de pomme a une longue histoire
dans la medecine traditionnelle Marocaine, il a été utilisé comme condiment
alimentaire, agent de conservation pour maintenir la couleur et la qualité des aliments,
il est également utilisé comme ingrédient pour éliminer les odeurs et , parfois, comme
une boisson saine (Solieri and Giudici, 2009; Tesfaye et al., 2002). De plus le vinaigre
de cidre de pomme posséde diverses propriétés biologiques telles que le pouvoir
antimicrobien, antidiabétique, et antioxydant (D. N. K. Hindi, 2013; Ryu et al., 1999).
Il possede une propriété antibactérienne en raison de sa teneur en acides organiques,
principalement I’acide acétique (Ryu et al., 1999). A notre connaissance, aucune étude
antérieure n’a visé une caractérisation détaillée des échantillons du vinaigre de cidre de
pomme Marocains. Par conséquent, 1’objectif principal de ce travail était d’étudier les
propriétés physicochimiques, 1’activité antioxydante et le pouvoir antibactérien de
différents échantillons du VCP collectés dans différentes régions afin de mieux évaluer
leurs qualités organoleptiques et curatives.

1. Matériel et méthodes

1. Matériel biologique
On a choisi de mener nos différentes expériences sur 7 échantillons du VCP
(Figure 33).
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Figure 33: Les différents échantillons du VCP

Les VCP sont produits a base des cultivars de pommes les plus répandus dans
les quatre stations d’étude (Golden délicious, Red délicious et Straking délicious)

répartis comme suit (Figure 34 et tableau 23) :
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Figure 34: Localisation géographique des échantillons du vinaigre de cidre
étudiés. A : Azrou, M : Midelt, E : Imouzzer Kandar, S : Sefrou.
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Tableau 23: Les caractéristiques climatologiques des sites d'échantillonnage

_ _ _ Altitude Etage
Symbole Site Latitude (N) Longitude (W) o
(m) bioclimatique

S1 _ _

S Midelt 32°40°48” 4°44°48” 1508 Aride

S3 Azrou 33°25°48” 5°12°36” 1250 Sub-humide

S4 Imouzzer )

33°43°48” 5°0°36” 1440 Sub-humide

S5 kandar

S6 .

S7 Sefrou 33°49°48” 4°49°48” 850 Sub-humide

2. Parameétres physicochimiques

La détermination du pH de différents échantillons s’effectue directement par
I’utilisation du pH métre (OHAUS ST2100 F). La conductivité electrique a été mesurée
a I’aide d’un conductivimeétre (CD20 Conductivy meter). Les résultats obtenus sont
exprimés en millisimens par centimétre (mS/cm). La détermination de 1’acidité titrable
de différents échantillons de vinaigre a été mesurée par titration a 1’aide d’une solution
d’hydroxyde de sodium de normalité de 0.1 N en présence de phénolphtaléine comme
indicateur coloré jusqu’a I’obtention d’un zone virage. Les résultats sont exprimés en g
d’acide acétique par 100 ml de vinaigre. Le degré Brix refléte la teneur en solide soluble
présents dans 1’échantillon. Il a été mesuré a I’aide d’un réfractometre manuel ATC. La

densité de différents échantillons est mesurée par 1’utilisation d’un densimétre.

3. Dosage des éléments minéraux

Les éléments minéraux de différents échantillons de vinaigre de pommes sont
déterminés par spectrophotométrie d’absorption atomique (ICP-AES) selon la méthode
adoptée par Akpinar-Bayizit et al., (2010). La mesure de I’absorption est faite a une
longueur d’onde bien spécifique de chaque minéral a doser. Les éléments minéraux ont
¢été déterminés par la technique d’ICP-AES a la Cité d’Innovation de I’Université Sidi
Mohamed Ben Abdellah.
Cette méthode consiste @ mesurer la concentration de 1’élément a doser par la mesure
de son absorption a une longueur d’onde convenable. Les échantillons du vinaigre ont
éteé dilués a 1/50 avec 0.2 % (v/v) de I’acide nitrique HNO3.

A partir des solutions préparées, nous avons déterminés les éléments

minéraux suivants : K, Na, Ca, Mg, P, Fe, Zn, Mn, Cu, Pb, Cr et Cd.
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4. Antioxydants et I’activité antioxydante

4.1. Polyphénols
Voir la partie 4.1. Dosage des polyphénols de 1’étude 3.

4.2.Dosage des flavonoides

Voir la partie 4.2. Dosage des flavonoides de 1’étude 3.

4.3. Capacité antioxydante totale (CAT)
Voir la partie 4.3 Capacité antioxydante totale (TAC) de I’étude 3.

4.4.Piégeage des radicaux libres par le test DPPH
Voir la partie 4.5 ; Piégeage des radicaux libres par le test DPPH de I’étude 3.

5. Activité antibactérienne

5.1.Préparation des milieux de culture
La préparation de milieu gélosé consiste a solubiliser le milieu Muller Hinton
(MH) gélosé (38 g) dans un litre d’eau distillée a un pH neutre (7.5). Le bouillon a été
préparé en dissolvant 21 g du MH dans un litre d’eau distillée. Les deux milieux ont été

stérilisés a I’autoclave a une température de 115 °C pendant 15 min.

5.2. Souches bactériennes
Les microorganismes résistants utilisés pour les tests in vitro étaient les souches
suivantes (Tableau 24): quatre bactéries gram négative (Escherichia coli BLSE (ATB :
87) BGN, Escherichia coli (ATB : 57) B6N, Escherichia coli (ATB : 97) BGM et
Pseudomonas aeruginosa) isolées au sein du centre hospitalier Hassan 1l de Fes, et une
bactérie Gram-positive (Staphylococcus aureus) obtenue auprés de Laboratoire de
Microbiologie a la Faculté de Médecine et de Pharmacie de Fes.

Tableau 24: Données sur les souches bactériennes testées

Bactérie Antibiotiques
Escherichia coli BLSE (ATB : 87) BGN CXM, AMX, CAZ, CRO, CTX, KF et CIP
Escherichia coli (ATB : 57) B6N AMX, CTX, CXM, SXT et CIP
Escherichia coli (ATB : 97) BGM AMX
Pseudomonas aeruginosa SXT et AMC
Staphylococcus aureus VA

CXM: Céfuroxime; CRO: Ceftriaxone; AMX: Amoxicilline; CAZ: Ceftazidime; CTX:
Céfotaxime; CIP:  Ciprofloxacine; SXT:  Triméthoprime/sulfaméthoxazole; AMC:
Amoxicilline + acide clavulanique; VA: Vancomycine;
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5.3.Préparation de la suspension bactérienne
L’inoculum bactérien a été obtenu a partir des colonies bactériennes fraiches
(culture de 24 h). Les colonies ont été prélevées a I’aide d une anse stérile et solubilisées
dans une solution saline stérile (0.9 % NaCl) a I’aide d’un vortex pendant 20 secondes
(Figure 35). La concentration de I’inoculum bactérien a été ajustée approximativement
a 10% UFC/mL par la mesure de la densité optique (0.08-0.13), a une longueur d’onde

de 625 nm, correspond a une densité de 0.5 McFarland (Dimitrijevi¢ et al., 2012).

0.5 McFarland DO: 625nm
108 CUF/mL Abs: 0.08-0.13

2

(] ‘ Culture de 24h
— =8
\ \/  ~\NaCl10.9% P

Dilution de la suspension Préparation de la suspension

Figure 35: Les étapes de la préparation de la suspension bactérienne

5.4. Méthode de diffusion sur disque
La méthode de diffusion sur disque est une étape préliminaire pour le screening
de l’activité antibactérienne. L’effet antibactérien des échantillons du vinaigre de
pommes a été realisé par la méthode décrite par Kirby-Bauer (Furtado and Medeiros,
1980). Elle consiste a ensemencer une culture jeune de microorganisme d’une
suspension de 108 CFU/ml. Ensuite, on dépose un disque de papier Whatman stérile (6

mm), imbibé du VCP (10 pl), sur les boites de pétri ensemenceées. Les boites sont
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incubées a 37 °C pendant 24 h. Apres I’incubation, les diametres des zones d’inhibition

ont été mesures en mm (figure 36 et 37).

Disque imbibé
du vinaigre de cidre Tapis bactérien
Incubation pendant 24h
a 37°C
v
Diamétre

Inoculum d’inhibition
bactérien

Boite de pétri

avec gélose nutritif

Figure 36: Principe de la méthode de diffusion par disque

Figure 37: Zone d’inhibition des échantillons de vinaigre contre P.aeruginosa

5.5.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

La concentration minimale inhibitrice a été déterminée par la technique de la
micro-dilution en utilisant les microplaques de 96 puits (Master et al., 2004). Une série
de dilution de dix concentrations du VCP dans des tubes a hémolyse stériles (1/2-1/512)
a été préparé. 10ul de chaque dilution de VCP a été mis dans chaque puit contenant 180
pl de bouillon Mueller Hinton et 10ul de chaque suspension bactérienne d’une densité
de 5*10° CFU/ml sont étalées dans les microplaques a 96 puits. Les microplaques ont
été incubées a 37 °C pendant 18h. Aprés I’incubation, on ajoute a chaque puit 40 pul de

chlorure de triphényltétrazolium 4 0.5 % (TTC)
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La concentration minimale inhibitrice correspond a la dose la plus faible qui ne

produit pas de couleur rouge (Dimitrijevi¢ et al., 2012) (figure 38).

Série de dilution des échantillons de vinaigre de pomme

172 L4 18 1/16 1/32 1/64 1/128 1,256 1%12 Cc- C+

10000000 B E
2000000000
OO0 0OOOO
“OOOOOO

symbol de I'échantillon
\

4

Figure 38: Détermination de la CMI de différentes bactéries

5.6.Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
La CMB correspond a la plus faible concentration du VVCP capable de tuer plus
de 99.9% de I’inoculum bactérien initial aprés 24 h de culture a une température de 37

°C (Dimitrijevi¢ et al., 2012).

La méthode consiste a ensemencer 100 pl de chaque puit dépourvu de
développement bactérien sur gélose nutritive. Les boites ensemencées sont incubées a
37 °C pendant 24 h. Aprés I’incubation, la CMB correspond a la concentration

minimale en VCP pour laquelle aucun développement bactérien n’est remarqué.

6. Analyse statistique
Les analyses statistiques ont été effectuées par le coefficient de corrélation de
Pearson (r) a un niveau de signification de 99% (P<0.01). Le prétraitement des données
et I’analyse de composante principale (ACP) ont été réalisés a 1’aide de MultiBiplot 64
exécuté dans le logiciel MATLAB R2017a. Les comparaisons des échantillons du
vinaigre de cidre de pomme ont été effectuées par le test de Tukey a 1’aide du logiciel
SPSS 23.

I11. Résultats et discussion

1. pH, conductivité électrique, acidité titrable, °Brix et densité.
Les paramétres physicochimiques de différents échantillons reflétent la qualité

du vinaigre de pomme. Le décret n°2-10-385, 2011 portant réglementation de la
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production et du commerce de vinaigre se base sur deux parametres comme indices de
qualité : la teneur en acide acétique de 1’ordre de 5 g/100 ml, et la teneur en alcool
limitée a 0.5 %, les mémes valeurs sont recommandées par la Commission Codex
Alimentarius. Nous avons donc consacré cette partic a 1’étude des paramétres
physicochimiques de nos échantillons collectés dans différentes régions du Maroc afin
de les utiliser comme normes de qualité pour le vinaigre de pomme. Les résultats des

paramétres physicochimiques sont présentés dans le tableau 25.

Les échantillons du vinaigre de cidre de pomme sont produits a partir des

variétés prédominantes (Red délicious et Golden délicious) des quatre stations d’étude.

Tableau 25: Les parameétres physicochimiques des échantillons du vinaigre de

cidre de pomme.

Conductivité

Station/Echantillon pH ) Acidité Titrable %  °Brix Densité
électrique (mS/cm)

_ S1  3,18+0,015¢ 2,79+0,005% 5,4+0,1° 52°  1,020+0,0003?
Midelt S2  3,19+0,005¢ 2,72+0,015° 5,6+0,12 3,259 1,0123+0,00012
Azrou S3  3,47+0,035° 2,74+0,032° 0,99+0,04¢ 56%  1,0205+0,0016°

Imouzzer S4  3,54+0,028° 2,80+0,009° 3,04+0,07° 4 1,01560,0003?
kandar S5 3,42+0,027" 2,90+0,015 2,19+0,04° 5,22°  1,0233+0,00112
S6  3,32+0,007° 2,11+0,011° 5,42+0,02° 6 1,0217+0,0022?

Sefrou S7  3,83+0,003% 2,11+0,005° 0,24+0,007¢ 55®  1,0203+0,0013?

ab.¢.d | s valeurs ayant la méme lettre dans la colonne ne différent pas
significativement les unes des autres p<0,05.

La mesure du pH indique la richesse de 1’échantillon en acides organiques issus
du métabolisme des microorganismes lors de la production du vinaigre. 1l est corrélé
négativement a la teneur en acides organiques. Le pH des échantillons du VCP étudiés
est compris entre 3,18 pour I’échantillon S1 et 3,83 pour S7. Généralement les
échantillons de la région de Midelt présentent un pH plus faible, la différence entre le
pH des deux échantillons de Midelt est non significative par contre elle est significative
pour ceux de Sefrou. La différence entre les autres échantillons est significative
(P<0,05). L’acidité titrable des différents échantillons varie entre 0,24+0,007 et 5,6+0,1
mg d’acide acétique pour 100 mL du VCP. Les résultats révélent que la différence entre

les deux échantillons de Midelt (S1 et S2) est non significative. L’échantillon S6 de la
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région de Sefrou contient une teneur remarquable en acides organiques représentée en
¢équivalent de I’acide acétique. Alors que les échantillons provenant d’Azrou (S3) et de
Sefrou (S7) possédent des valeurs trés faibles d’acidité titrable par rapport aux autres

échantillons du vinaigre étudie.

Le pH et I’acidité titrable peuvent servir comme des indices préliminaire et
importants de la qualité du VCP, ce sont des facteurs sur lesquels se base le décret n°2-
10-385 portant sur la production et la commercialisation du vinaigre au Maroc (Décret
n°2-10-385, 2011). Le VCP est genéralement acide suite au développement des
microorganismes lors de processus de la fermentation des pommes qui transforment les
glucides des pommes en acides organiques dont 1’acide acétique qui est 1’élément
majoritaire (Patrignani et al., 2020; Solieri and Giudici, 2009). Ce pH acide confere au
vinaigre ses propriétés antimicrobiennes (N. K. Hindi, 2013; HINDI et al., 2014;
Hirshfield et al., 2003; Ousaaid et al., 2021; Yagnik et al., 2018). Les acides organiques
contribuent a la qualité organoleptique du VCP (Petsiou et al., 2014). De nombreux
acides organiques se trouvent naturellement dans le vinaigre de pommes a des
concentration modérées et qui n’ont aucun effet secondaire sur la santé des
consommateurs (Liu et al., 2019b; Ryu et al., 1999; Sanarico et al., 2003), tels que
I’acide acétique, I’acide lactique, 1’acide ascorbique, 1’acide citrique, 1’acide malique,
I’acide propionique, 1’acide succinique, et ’acide tartrique. Le pH est corrélé
négativement avec 1’acidité titrable qui est d’une grande importance et qui se traduit
par les propriétés bénéfiques du vinaigre de cidre de pomme (Naziroglu et al., 2014a;
Petsiou et al., 2014; Sakakibara et al., 2006; Zengin et al., 2013; Zhang et al., 2011), le
pH diminue progressivement en raison de 1’augmentation de la teneur des acides
organiques (Duan et al., 2019). Les échantillons S1, S2 et S6 ont des valeurs proches
de la valeur minimale exigée par la législation marocaine et fixée a 6 grammes d'acide
acétique pour 100 mL (Décret n°2-10-385, 2011). Des études publiées ont rapportées
que les valeurs de 1’acidité des vinaigres de fruit varient entre 1,11 + 0,02 (vinaigre de
pomme) et 5,61 + 0,00 (vinaigre de mandarine) en degré acétimétrique (Sengun et al.,
2019), 6,33+0,13 degré acétimétrique pour le vinaigre de pomme (Na et al., 2013), et
3,88 £ 0,18 degre acétimétrique pour le vinaigre des dattes (Siddeeg et al., 2019).

En ce qui concerne la conductivité électrique, elle renseigne sur la
minéralisation des échantillons de VCP analysés. Les quatre premiers échantillons

présentent des valeurs comparables de I’ordre de 2,72 a 2,80 mS/cm. L’échantillon S5
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présente la conductivité électrique la plus élevée (2,90+£0,015 mS/cm) et I’échantillon
S7 alavaleur la plus faible (2,110,005 mS/cm). Elle reflete la teneur en sels minéraux
des différents échantillons de vinaigres. Il n’y avait pas de valeurs réglementaires de la
législation Marocaine pour le taux admissible ou maximum de la conductivité
électrique pour les vinaigres mais nos échantillons présentent des valeurs remarquables
(Tableau 25). La conductivité électrique du vinaigre des dattes est élevée par rapport
au vinaigre de pomme (Siddeeg et al., 2019). 1l est a savoir que I’eau de robinet ajoutée
aux dattes pour produire le vinaigre se caractérise par une charge en sels minéraux non
négligeable (HAFIDI and MESSAOUDI, 2015).

Le degré Brix de différents échantillons de vinaigre de cidre de pomme est
représenté dans le tableau 25. Il permet d’informer sur la concentration des composés
présents dans le vinaigre. Les résultats montrent que les valeurs varient entre 3,25 et 6°
indiquant des teneurs en solides solubles variables selon 1’échantillon du vinaigre et son
origine. La valeur minimale enregistrée concerne 1’échantillon S3 par contre celle la
plus élevée revient a 1’échantillon S6. Le degré Brix est en relation étroite avec la
matiere premiére (Solieri and Giudici, 2009). Généralement, le °Brix varie entre 1,02
et 20,80 pour les vinaigres de fruit (Budak, 2015; Ozturk et al., 2015). Les résultats
obtenus dans la présente étude sont élevés de ceux rapportés par (Sengun et al., 2019)
pour le vinaigre de kaki (3,00 + 0,00), le vinaigre de mandarine (3,50+0,00), le vinaigre
de raisin (3,0040,00), le vinaigre d’abricot (2,00+0,00), le vinaigre des prunes
(5,00£0,00), le vinaigre de figuier (3,00£0,00), le vinaigre des fruits d’églantier
(2,00+0,00), le vinaigre de pomme (1,00£0,00), le vinaigre de grenade (2,80£0,00), et
le vinaigre de mure (2,70+0,00).

La teneur minimale en solide soluble ou densité des différents échantillons

mesurée a 1’aide d’un réfractometre présente des valeurs presque comparables.

2. Eléments minéraux
La teneur en éléments minéraux est étroitement liée a plusieurs facteurs comme
la matiére premiére utilisée pour la production du vinaigre, la variété des pommes, la
nature du sol, et les fertilisants (Ousaaid et al., 2021). La teneur des sels minéraux n’est
pas considérée comme un marqueur de qualité selon le Décret n°2-10-385 portant sur
la réglementation de la production et du commerce de vinaigre et la Commission Codex

Alimentarius. Les resultats obtenus sont présentés dans le tableau 26.
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Tableau 26: La teneur des éléments minéraux de différents échantillons de vinaigre de
pomme en mg/l.

Echantillon K Na Ca Mg P Fe Zn Mn Cu Pb Cr Cd
S1 32,90£0,02 10,67+0,1 4,05£0,12 5,33x0,1 1,33%0,08 0,03+0,02 1,34+0,03 ND ND ND ND ND
S2 39,15+0,04 4,59+0,02 2,63+0,08 3,71+0,04 1,36+0,1 0,02+0,01 0,24+0,02 ND ND ND ND ND
S3 37,87+0,03 6,12+0,03 3,21+0,9 3,72+0,08 1,72+0,3 0,09£0,03 0,25£0,04 ND ND ND ND ND
S4 30,54+0,02 4,23+0,12 2,17+0,03 3,09+0,1 2,12+0,09 0,02+0,01 0,04£0,01 ND ND ND ND ND
S5 32,89+0,04 4,12+0,06 1,86+0,02 2,10+£0,03 0,98+0,05 0,04+0,01 ND ND ND ND ND ND
S6 17,23£0,9 1,75x0,09 0,99+0,04 1,54+0,04 1,01+0,1 0,11+0,02 ND ND ND ND ND ND
S7 16,92+0,07 2,10£0,01 1,33+0,02 1,64+0,09 1,65+0,02 0,02+0,01 ND ND ND ND ND ND

ND : non détecté.

D’apreés le tableau 26, le taux des éléments minéraux varie selon les échantillons
et également selon la station d’échantillonnage. Le potassium est 1’élément
prépondérant dans le vinaigre de pomme, sa teneur atteint 39,15+0,04 mg/l pour
I’échantillon S2 de la région de Midelt. Cependant les deux échantillons S6 et S7
collectés a partir de la région de Sefrou présentent des valeurs de potassium les plus
faibles avec 17,23+0,9 et 16,92+0,07 mg/l respectivement. Les résultats montrent que
I’échantillon S1 de Midelt présente les valeurs les plus élevées en sodium, calcium, et
magnésium avec 10,67+0,1 mg/l, 4,05£0,12 mg/l et 5,33+0,1 mg/l respectivement.
L’échantillon S6 posséde des taux les moins faibles en sodium, calcium, et magnésium

avec des valeurs de 1,75+0,09 mg/l, 0,99+0,04 mg/l et 1,54+0,04 mg/l respectivement.

Nous observons que le phosphore est abondant dans [’échantillon S4
d’Immouzzer kandar avec une valeur de 2,12+0,09 mg/l et I’échantillon S1 de Midelt
contient la quantité la plus élevée en Zinc (1,34+0,03 mg/l). Les métaux lourds n’ont
pas été détectés dans tous les échantillons analysés ce qui montre la pureté et la bonne
qualité de nos échantillons.

La composition minérale d’un produit naturel est un indice de la détermination
de I’origine botanique d’un produit donné (Laaroussi et al., 2020). Elle est étroitement
lie a la matiére premiere utilisée pour produire le cidre (Solieri and Giudici, 2009). En
addition, la composition des pommes en éléments minéraux est affectée par plusieurs
facteurs tels que la variét¢ de fruit, ’origine géographique, et 1’utilisation des

fertilisants (Jackson et al., 1977).
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La comparaison des échantillons de vinaigre selon leur composition minérale
nous a permis de regrouper les échantillons selon les valeurs en éléments minéraux

comparables (Figure 39).
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Figure 39: Dendrogramme de la comparaison des échantillons de vinaigre de

pomme selon leur composition minérale

L’absence des métaux lourds dans nos échantillons montre leur pureté et leur
conformité. D’autres études (Paneque et al., 2017), ont détecté la présence de 21
éléments minéraux et métaux lourds (Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, Ni, P, Pb, S, Sr, V, et Zn), et Fu et al., (2013) ont montre la présence de 20
éléments minéraux (Na, Mg, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Sr, Mo, Cd,
Sn, Sh, Ba, et Pb).

Les oligoéléments jouent un réle trés important dans le bon fonctionnement de
I’organisme en tant que seconds messagers et catalyseurs de plusieurs réactionS
biochimiques (Algarni et al., 2014). Le zinc intervient dans plusieurs fonctions de
I’organisme, il régule la somnolence (Cherasse and Urade, 2017; Hajianfar et al., 2020),
il affecte les performance de croissance, le dépot tissulaire de zinc, les métabolites
lipidiques et I’expression des geénes impliqués dans la lipogenése et la lipolyse(Shi et
al., 2020), et booste le systeme immunitaire contre les affections (Derouiche, 2020;
Sharma et al., 2020).
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3. Analyses phytochimiques

3.1.Quantification des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux joue un réle crucial dans le criblage
préliminaire des échantillons pour choisir le meilleur candidat pour des études
ultérieures in vivo. Ils sont déterminés par I’utilisation de la méthode colorimétrique
(Folin-Ciocalteu) selon le protocole décrit dans la partie (Dosage des polyphénols
totaux). Les valeurs sont exprimées en milligrammes équivalent de 1’acide gallique
pour cent millilitre du VCP (mg EAG/100 ml). Les résultats sont présentés dans le
tableau 27.

Tableau 27: La teneur des polyphénols des échantillons de vinaigre de

pommes de différentes régions.

) , ) Polyphénols
Station Echantillon
mg EAG/100 ml

S1 118,25+6 5
Midelt

S2 147 54412 12
Azrou S3 97,08+7,5

S4 81,33+6,91"¢

Imouzzer kandar

S5 95+4 58b¢

S6 68,91+4,5°
Sefrou

S7 88,901+2,33"C

ab.c.d) o5 valeurs ayant la méme lettre dans la colonne ne différent pas
significativement les unes des autres p<0,05.

Ce protocole expérimental nous a permis d’estimer la teneur de différents
composés phénoliques contenus au niveau des échantillons de vinaigre de pommes

collectés dans différentes régions du Maroc.

Les résultats de 1’analyse des polyphénols totaux révelent nettement que les
échantillons de la région de Midelt ont les teneurs les plus élevées avec 118,25+6,5 et
147,54+12,1 mg EAG/100 ml pour S1 et S2 respectivement. Statistiqguement, il existe
une difference significative entre les échantillons étudiés (P<0,05). Les échantillons S6
de la région de Sefrou et S4 de celle d’Imouzzer kandar contiennent des teneurs les
moins faibles en polyphénols (68,91+4,51 mg EAG/100ml et 81,33+6,91 mg EAG/100

ml respectivement). Cette variabilité de la composition phénolique des échantillons de
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vinaigre est liée a la nature de pommes utilisées pour la production de vinaigre, 1’origine
géographique de I’échantillon, la durée de processus de la fermentation, et la durée de
stockage (Ousaaid et al., 2021). L’étude de la composition phénolique de vinaigre de
pomme produit par différentes techniques a montré que le vinaigre issu de processus
artisanal (culture en surface par maceération) (figure 32) contenait la quantité la plus
élevée en polyphénols (90,859 mg/100 ml et 41,69 mg/100 ml pour le vinaigre produit
par la méthode artisanale et celui de la méthode industrielle respectivement) (Budak et
al., 2011). Bouazza et al., (2016) ont déterminé la teneur en polyphénols totaux de
vinaigre de pomme, vinaigre de grenade, et vinaigre de la figue de barbarie, les valeurs
trouvées étaient de 33,06+0,06 ; 37,90+0,33, et 28,76+0,14 mg/100 ml respectivement.
En outre, le vinaigre de raisin contient des taux de polyphénols variant entre 101+16 et
153+19 mg EAG/100 ml, de méme la teneur des polyphénols de vinaigre de pomme
variait entre 42449 et 64+14 mg EAG/100 ml. Ozturk et al., (2015) ont rapporté des
valeurs inférieures a celles obtenues au cours de la présente étude (les polyphénols
43,48+7,55-4,04+2 58 mg EAG/100ml).

3.2.Quantification des flavonoides
Les flavonoides sont déterminés par I’utilisation de la méthode de chlorure
d’aluminium. Les valeurs sont exprimées en milligrammes équivalent de la quercétine
pour cent millilitre du VCP (mg EQ/100ml). Les résultats sont présentés dans le tableau
28.
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Tableau 28: La teneur des flavonoides des échantillons du VVCP de différentes

régions.
] , ) Flavonoides
Station Echantillon
mg EQ/100 ml

S1 4,72+0,20°
Midelt

S2 14,76+0,43%°
Azrou S3 13,93+3,16%

S4 7,34+0,32%¢

Imouzzer kandar

S5 5,42+0,80°

S6 5,14+1,64°¢
Sefrou

S7 15,32+0,20?

a b.c.d') es valeurs ayant la méme lettre dans la colonne ne différent pas
significativement les unes des autres p<0,05.

Les flavonoides sont connus pour leur pouvoir antioxydant remarquable et leurs
propriétés biologiques intéressantes. Ils constituent 1’'un des critéres importants sur
lesquels on s’est basé pour choisir le meilleur échantillon pour les études ultérieures in
vivo. D’aprés le tableau 28, il s’avere que les valeurs en flavonoides varient d’un
¢chantillon a ’autre et également d’une région a ’autre. L’échantillon S7 de la région
de Sefrou présente la valeur la plus élevée (15,32+0,20 mg EQ/100 ml), par contre S1
de la région de Midelt contient la plus faible teneur en flavonoides avec une valeur de
4,72+0,20 mg EQ/100 ml. L’ analyse statistique de la différence entre les échantillons
montre une différence significative entre les échantillons du vinaigre (P<0,05). Les
échantillons S2, S3, et S7 présentent des teneurs en flavonoides presque comparables.
Les valeurs en flavonoides obtenues sont moins faibles que celles évogquées par Sengun
et al., (2019) pour le vinaigre de raisin (22,18+0,34 mg CE/100 ml), le vinaigre des
prunes (47,08+0,36 mg CE/100ml), le vinaigre des fruits d’églantier (23,42+0,98), le
vinaigre de grenade (26,51+0,33 mg CE/100 ml) et le vinaigre de mure (32,1+0,78 mg
CE/100 ml).

3.3.Capacite antioxydante totale (CAT)
La capacité antioxydante totale de nos échantillons est déterminée par

’utilisation de la méthode de phosphomolybdene. Les résultats sont exprimés en
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milligrammes équivalent de 1’acide ascorbique pour cent millilitre du vinaigre de cidre

(mg EAA/100 mL). Les résultats sont présenteés dans le tableau 29.

Tableau 29: Résultats de la capacité antioxydante totale de différents
échantillons du VCP.

Capacité antioxydante totale

Station Echantillon
mg EAA/100 ml

S1 10,89+0,54°
Midelt

S2 13,27+0,472
Azrou S3 12,33+0,09%

S4 2,17+0,18¢°

Imouzzer kandar

S5 13,53+0,072

S6 5,44+0,08¢
Sefrou

S7 8,62+0,06°

BHT -

Acide ascorbique -

a b.c.d) es valeurs ayant la méme lettre dans la colonne ne différent pas
significativement les unes des autres p<0,05. BHT : Hydroxytoluéne butylé

L’analyse des résultats révele que tous les échantillons montrent une activité
antioxydante intéressante. L.’échantillon S5 de la région d’Imouzzer kandar présente la
capacité la plus élevée avec une valeur de 13,53+0,07 mg EAA/100ml (P<0,05). Par
contre, la capacité antioxydante totale de 1’échantillon S4 de la méme région est la plus
faible (2,17£0,18 mg EAA/100ml) parmi tous les autres échantillons (P<0,05). Les
échantillons S2, S3 et S5 présentent des valeurs presque identiques. Quant aux standard
utilisés, les résultats obtenus montrent que 1’hydroxytoluéne butylé et [’acide

ascorbigue ne présentent aucune capacité antioxydante totale.

3.4.Activité de piégeage du radical libre DPPH.
Les résultats de I’activité de piégeage du radical libre sont exprimés en ICso
(uL/ml) qui est la concentration inhibitrice médiane du radical (DPPH) de différents

échantillons de vinaigre de cidre de pomme sont présentés dans le tableau 30.
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Tableau 30: Résultats de ’activité anti radicalaire (DPPH) de différents
échantillons du VCP.

, DPPH
Station Echantillon
I1Cs0 pl/ml
S1 0,92+0,014°
Midelt
S2 0,71+0,039°
Azrou S3 0,45+0,013¢
S4 0,47+0,003¢
Imouzzer kandar
S5 0,66+0,005°
S6 1,19+0,0142
Sefrou
S7 0,46+0,006¢
BHT (mg/ml) 0,021+0,01

Acide ascorbique -

a b.c.d') es valeurs ayant la méme lettre dans la colonne ne différent pas

significativement les unes des autres p<0,05. BHT : Hydroxytoluéne butylé

L’¢échantillon S3 montre la capacité de piégeage du radical libre DPPH la plus
élevée (avec un ICso le plus faible, 0,45+0,013 pl/ml). Alors que, 1’échantillon S6
possede I’activité de piégeage la plus faible parmi tous les échantillons étudiés avec une
ICso la plus élevée (1,194£0,014 ul/ml) (P<0,05). Quant aux autres échantillons S3, S4
et S7 ils ont des valeurs comparables. L’hydroxytoluéne butylé (BHT) présente un
pouvoir antiradical DPPH avec une valeur d’ICso d’ordre de 0,021+0,01 mg/ml, par

contre 1’acide ascorbique ne présente aucun effet contre le radical DPPH.

Le pouvoir antiradicalaire du VCP évalué en équivalent de Trolox varie entre
7,14 +1et 10,87+1,49 TEAC/mI (Bakir et al., 2016). Dans le méme contexte, Zhao et
al., (2018) ont rapporté des valeurs inférieures variant entre 0,017+0,001 et
0,054+0,007 mmol TEAC/mI. Dans une autre étude, le pouvoir antiradicalaire a atteint
0,147 £ 0,003 pg TE/ml pour le vinaigre de pomme, 0,0907 + 0,008 ug TE/ml, pour le
vinaigre de kaki, 0,217 £+ 0,007 pg TE/ml pour le vinaigre de mandarine, 0,119+0,032
pg TE/ml, pour le vinaigre de raisin, 0,130+0,024 pg TE/ml pour le vinaigre d’abricot,
0,302+0,006 pg TE/ml, pour le vinaigre de prune, 0,047+£0,003 pg TE/ml pour le
vinaigre de figuier, 0,111+0,003 pg TE/ml pour le vinaigre d’églantier, 0,143+0,006
pg TE/ml pour le vinaigre de grenade 0,099+0,014 pug TE/ml pour le vinaigre de mure
(Sengun et al., 2019).
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4. Activité antibactérienne

4.1. Test de sensibilité sur le milieu gélosé Mueller Hinton.
La sensibilité des microorganismes testés est traduite par le diametre de la zone
d’inhibition de chaque échantillon du vinaigre de cidre de pomme. Les diameétres
d’inhibition sont déterminés par la méthode de diffusion par disque sur le milieu gelosé

Muller Hinton. Les résultats sont présentés dans le tableau 31.

Tableau 31: Diamétres d’inhibition, en millimétres, des différents échantillons

du vinaigre étudiés contre cing souches bactériennes.

o ] Escherichia o
] Escherichia coli ] Escherichia
Station / Pseudomonas Staphylococcus coli )
) _ BLSE (ATB:87) _ coli
échantillon aeruginosa aureus (ATB:57)
BGN (ATB:97)BGM
B6N
Midel S1 13,55+0,63 % 15,6+0,56° 22,542,123  13,75+0,35°  16,5+0,70%
Idelt
S2 20,5+0,702 15,65+0,49° 27,65+0,912  18,85+0,21*  18,95+0,07°2
Azrou S3 11,7+0,42° 11,05+0,07 ¢ 14,85+0,21¢  12,45+0,63° 12,5+0,70 ¢
Imouzzer S4 12,540,562 14,85+0,21° 21,5240,67°¢  12,01+0,007¢  13,25+1,06"
Kandar S5 11,140,142 13,75+0,35° 17,6+0,56% 11,6+0,84°  15,69+0,55 3¢
Sef S6 17 5+0,70% 17,95+0,212 26,75+0,35% 15,5+0,70° 16,54+0,642
etrou

s7 - - - -

a b ¢ d es valeurs ayant la méme lettre dans la colonne ne différent pas

significativement les unes des autres p<0,05.

La valeur moyenne des diamétres d’inhibition de différents échantillons varie
entre 11,01+0,14 et 27,65+£0,91 mm. Les échantillon S2 et S6 présentent un pouvoir
antibactérien plus important par rapport aux autres échantillons sur les

microorganismes testés.

Généralement, la souche gram-positive Staphylococcus aureus est sensible aux
différents échantillons de vinaigre. Les résultats obtenus sont en accord avec d’autres
études (N. K. Hindi, 2013; HINDI et al., 2014; Ozturk et al., 2015c; Yagnik et al., 2018;
Zhang et al., 2011). De méme, nous avons enregistré une sensibilité significative des
bactéries Gram-négatives examinées. La résistance bactérienne pose des menaces
sanitaires majeures dans le monde entier a des échelles inconcevables. Le vinaigre de

pomme s’est avéré avoir une puissante activité antibactérienne contre les bactéries
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résistantes a la méthicilline, la céfépime et la combinaison de la céfépime et
I’enmetazobactame (Yagnik et al., 2021, 2018).

4.2. Concentration minimale inhibitrice (CMI)
La concentration minimale inhibitrice (CMI) nous renseigne sur la faible
concentration du vinaigre capable d’inhiber in vitro toute culture visible des souches
¢tudiées. Elle est déterminée par l’utilisation de la méthode de micro-dilution sur

microplague. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 32.

L’analyse des résultats révélent que les valeurs de la CMI varient entre 0,781 et
25 pl/ml. L’échantillon S2 de la région de Midelt posséde un pouvoir antibactérien
remarquable traduit par les valeurs faibles de CMI contre les différentes souches
bactériennes examinées dans cette étude. Par contre, 1’échantillon S7 présente les
valeurs les plus élevées de la CMI. Ces résultats montrent clairement que 1’activité
antibactérienne varie largement d’un échantillon du VCP a [’autre, ce qui est
probablement expliqué par les différences entre les facteurs de I’environnement dans la
production de pommes d’une région a une autre, la méthode de production et de

conservation du VCP.

Tableau 32: La concentration minimale inhibitrice en pl/ml de différents

échantillons du vinaigre de cidre de pomme.

o ) Escherichia o
) Escherichia coli ) Escherichia
Station / Pseudomonas Staphylococcus coli )
) _ BLSE (ATB:87) _ coli
échantillon aeruginosa aureus (ATB:57)
BGN (ATB:97)BGM
B6N
S1 3,125 1,562 3,125 3,125 3,125
Midelt
S2 1,125 0,781 1,125 1,125 1,125
Azrou S3 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Imouzzer S4 3,125 3,125 6,25 3,125 3,125
kandar S5 3,125 3,125 6,25 1,25 0,625
S6 1,562 1,562 1,562 1,562 1,562
Sefrou
S7 25 12,5 25 25 25

4.3.Concentration minimale bactéricide (CMB).
La détermination de la CMB qui permet de détruire la totalité des bactéries

présentes dans le milieu s’effectue par ’ensemencement d’une partie de chaque puit
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dont la concentration est supérieure ou égale a la CMI sur un milieu gélosé MH. Les
résultats obtenus oscillent entre 3,125 et 50 pl/ml (Tableau 33). L’échantillon S2
présente des valeurs de la CMB les plus faibles contre trois microorganismes
(Escherichia coli BLSE (ATB :87 BGN et ATB : 97 BGM) et Pseudomonas
aeruginosa). De méme, 1’échantillon S6 de la région de Sefrou posséde les faibles CMB
contre toutes les souches a I’exception de Staphylococcus aureus. Par contre,
I’échantillon S7 posséde des valeurs de la CMB les plus élevées. L’échantillon S1
possede une valeur de la CMI égale a la valeur de la CMB. Les valeurs de la CMB

enregistrées sont egales au double ou plus de la CMI.

Tableau 33: La concentration minimale bactéricide de différents échantillons

du vinaigre de cidre de pomme.

o ) Escherichia o
) Escherichia coli _ Escherichia
Station / Pseudomonas Staphylococcus coli )
] ) BLSE (ATB:87) _ coli
échantillon aeruginosa aureus (ATB:57)
BGN (ATB:97)BGM
B6N
S1 3,125 6,25 12,5 6,25 6,25
Midelt
S2 3,125 3,125 6,25 6,25 3,125
Azrou S3 12,5 25 25 12,5 25
Imouzzer S4 6,25 6,25 12,5 12,5 6,25
kandar S5 6,25 6,25 12,5 12,5 6,25
S6 3,125 3,125 6,25 3,125 3,125
Sefrou
S7 50 25 50 50 25

5. Analyse multivariée et corrélation des parametres étudiés
Pour comprendre la distribution des échantillons du vinaigre de cidre de pomme
en fonction des parameétres évalués dans la présente étude, il est nécessaire d’utiliser
des outils statistiques tels que 1’analyse en composante principale qui est un excellent
outil pour explorer le lien entre les variables et les similitudes entre les échantillons
(Forina et al., 1987).

Les parameétres évalués sont concentrés dans un seul groupe forme par tous les
parameétres étudiés (Figure 42). Dans notre étude, les deux premieres composantes
principales représentaient successivement 70,32 % et 14,08 % des informations

contenues dans la matrice de données originales (Figure 42). La premiére composante
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principale conserve les informations majeures, est corrélé positivement avec le pH, les
flavonoides, et également la concentration minimale inhibitrice. Par conséquence, une
corrélation négative peut étre observée entre la méme composante et les polyphénols,
I’acidité titrable, la conductivité ¢lectrique, et les activités antioxydantes et
antibactériennes. Compte tenu des similitudes des échantillons de vinaigre de pomme,
la premiere composante a permis de distinguer deux groupes dont chacun avait des
caractéristiques similaires en termes d’activités antioxydantes et antibactériennes. Le
premier groupe composé d’échantillons S1 et S2 ont une teneur élevée en polyphénols
et par conséquence des effets antioxydants et antibactériens remarquables. Le méme
groupe est situé dans la partie négative du graphe. L’échantillon S7 a des
caractéristiques opposées et preésent dans la partie droite du graphe (Figure 40). L’ACP
nous montre qu’il existe une corrélation négative entre la concentration minimale
inhibitrice de toutes les souches bactériennes étudiées et la teneur en polyphénols totaux
et ’acidité titrable (cercles colorés en noir). En outre une corrélation positive a été
remarquée entre le diameétre d’inhibition de différentes souches bactériennes et la taneur

en polyphénols totaux et I’acidité titrable (cercles colorés en orange).
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Figure 40: Analyse en composante principale (ACP) des échantillons du vinaigre de
cidre de pomme analysés en utilisant les parametres évalués : les phénols, les
flavonoides, 1Cso DPPH, le pH, TAC : la capacité antioxydante totale, TA : acidité
titrable, CE : conductivité, DI : diamétre d’inhibition.
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Tableau 34: Coefficients de corrélation de Pearson entre les parametres

physicochimiques évalués, le diameétre d’inhibition DI, et la CMI des échantillons du

vinaigre

DI E. CMI CMI CMI CMI

DPPH DI E. DI P. DI S. DI E. CMI P.
) ] ) coli E. coli . S. E.coli  E.coli

(1Cs0) coli87  aeruginosa aureus  coli 57 aeruginosa
466 87 aureus 57 466
pH -0,662 -0,889™ -0,856" -0,885" ) " ) .. 0842" 0,765 0,908 0,826 0,820"

0,912 0,930
AT 0,809 0,840 0808° 0885 0796 0787° 0887 o o7es
0,808 0,877 0,776

Phénols -0,033 0,390 0,139 0,283 0,417 0,373 0,222 -0,268 -0,285 -0,212  -0,208
Flavonoides -0,589 -0,292 -0,633 -0,482  -0,312 -0,489 0,637 0,642 0,584 0,654 0,659
CAT -0,053 0,098 -0,061 -0,043 0,170 0,208 0,022 0,097 -0,025 -0,012  -0,023

**. corrélation est significative (P<0,01), *: corrélation est significative
(p<0,05), DI: diameétre d’inhibition; TA: acidité titrable; CAT: capacité antioxidante
totale

IV. Conclusion

Cette étude pionniere au Maroc a permis de déterminer les parametres
physicochimiques et les activités antioxydante et antibactérienne des vinaigres de cidre
de pomme de plusieurs stations au Maroc. La caractérisation de ces parametres est tres
importante afin de les utiliser comme normes de qualité pour le vinaigre de cidre de
pomme au Maroc et ainsi de protéger les consommateurs des fraudes. Les résultats de
I’étude de I’activité antibactérienne montrent également 1’importance du vinaigre de
cidre de pomme dans 1’éradication des bactéries pathogenes. D’autres investigations
sont souhaitables pour étudier les mécanismes moléculaires responsables de cette
activité afin de développer de nouveaux traitements contre les bactéries multi

résistantes.
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Chapitre S : Profil phénolique et pouvoir
extracteur du VCP de la région de Midelt
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l. Introduction

Rosa canina connue dans la région de Midelt sous le nom vernaculaire amazigh
“’Tabgha’’. Cette plante médicinale posséde plusieurs vertus thérapeutiques, ses
feuilles sont utilisées dans la médecine traditionnelle par la population de cette région
pour traiter les troubles de I’érection, les troubles de 1’estomac, les maux de téte, et la
chute des cheveux (Benlamdini et al., 2014). Les fruits de Rosa canina sont utilisés
pour préparer le vin, le jus, le thé la confiture, la gelée et parfois mélangés avec des
ceufs secs de saumon (Moerman, 1998). Les fruits de cette plante sont une source
précieuse pour I’industrie alimentaire et pharmaceutique. Au cours de la derniére
décennie, 1’églantier a suscité davantage d’intérét car il contient des composés connus
pour avoir plusieurs propriétés anti-oxydantes, antimutagenes et anticancérigénes
(Tumbas et al., 2012). 1l a été documente également que les cynorhodons ont été utilisé
pour la prévention et le traitement du rhume, de la grippe et du diabéte dans de
nombreux pays européens (Chrubasik et al., 2008).

L’objectif de la présente étude vise a évaluer le pouvoir extracteur du VCP en
le comparant a d’autres solvants organiques, comme étude préliminaire en vue
d’approfondir les études in vivo de I’extrait de vinaigre. Le second objectif était

d’analyser la composition phytochimique du VCP (S2) candidat des études in vivo.

1. Matériel et méthodes

1. Préparation des extraits

Les fruits de Rosa canina ont été collectés a Ait Ayach dans la région de Midelt.
Cette plante médicinale se développe aux alentours des vergers de pommier (Figure
41). Les fruits ont été récoltés en Novembre 2016 a Ait Ayach (Zhira) (32°41°’N
4°°44W). Avant D’extraction, les fruits ont été lavés puis séchés a 1’air libre et
débarrassés de graines. La pelure des fruits a été écrasée pour avoir une poudre. Le
processus d’extraction a été réalisé avec cing solvants, le vinaigre de cidre de pomme
S2, I’éthanol 50 %, 1’éthanol 70 % et le méthanol 80 % avec macération. Le rapport

solide/liquide était d’ordre de 1/10. Les extraits obtenus ont été filtrés sur papier filtre
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puis analysés. Les solvants ont été choisi selon ’efficacité d’extraction des composés

d’intérét biologiques.

2. Dosage des polyphénols
Voir la partie 5.1. Polyphénols (Etude 2).

3. Dosage des flavonoides
Voir la partie 5.2. Flavonoides (Etude 2).

4. Capacité antioxydante totale (CAT)
Voir la partie 5.3. Capacité antixydante totale (CAT) (Etude 2).

5. Piégeage des radicaux libres par le test DPPH
Voir la partie 5.4. Piégeage des radicaux libres par le test DPPH

6. Profil phénolique du VCP par UHPLC
Préparation de I’échantillon : un aliquote du VVCP de I’échantillon S2, (80mg)
a été traité avec 1mL d’éthanol dans un tube eppendorf puis mélangé et incubé dans un
bain a ultrasons pendant 60 minutes a 45°C. I’analyse qualitative a été réalisée par

Shimadzu Ultra-High-Performance (UHPLC).

Analyse chromatographique : la chromatographie liquide (Nexera XR LC
40), a été combiné avec un détecteur MS/MS (LCMS 8060, Shimadzu Italie, Milan,
Italie). Le MS/MS était utilisé avec une ionisation électrospray et le logiciel Lab
Solution le contr6lait, ce qui permettait de passer immédiatement d'un balayage a faible
énergie 4 V (MS a balayage complet) a un balayage a haute énergie (rampe de 10 a 60
V) pendant une LC simple. Les paramétres de la source ont été fixés comme suit : débit

de gaz de nébulisation : 2,9 L/min, débit de gaz de chauffage : 10 L/min, température
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d'interface : 300°C, température DL : 250°C, température du bloc chauffant : 400°C, et
séchage débit de gaz : 10 L/min. L'injection en flux a été utilisée pour effectuer I'analyse
(ce qui signifie qu'il n'y a pas eu de séparation chromatographique), avec la phase
mobile constituée d'acétonitrile : eau + 0,01 % d'acide formique (5:95, V/v).
L'instrument a été réglé pour une expéerience SIM en mode négatif (uniqguement l'acide
syringique en ESI positif). L'identification des molécules a été confirmée en comparant
le fragment typique identifié avec ceux de la bibliotheque de molécules développée en
interne (45 standards) et une molécule a été considérée comme « positive » si son aire
sous la courbe est plus élevée que celle du blanc et en conséquence I'abondance des
molécules a été estimée. La différenciation entre des structures étroitement similaires a
été effectuée par « temps de vol », car l'instrument est configuré pour acquérir le poids

moléculaire dans le troisieme quadripdle
1. Reésultats et discussion

1. Dosage des polyphénols et des flavonoides des extraits
Cette partie est consacrée a 1’étude de pouvoir extracteur de 1’échantillon S2 du
VCP on le comparant avec d’autres solvants (eau distillée, éthanol, et méthanol)
largement utilisés pour extraire les molécules bioactives a partir des matrices végétales
(Rosa canina). Les résultats obtenus sont présentes dans le tableau 35.

Tableau 35: Les polyphénols et les flavonoides totaux des extraits de la pelure
de fruits de Rosa canina collectés dans la région d’Ait Ayach Midelt

Extrait Polyphénols totaux Flavonoides totaux Rendement
mg EAG/g ps mg EQ/g ps %

ED 40,16+0,25 19,68+0,22 35

EtOH50% 27,23+4,08 4,22+0,13 33

EtOH70% 26,06+0,91 13,55+0,06 38

MeOH80% 24,66+2,95 3,66+0,02 32

EV 55,51+1,16 22,15+0,45 40

ED : extrait aqueux ; EtOH 50% : extrait éthanolique 50% ; EtOH 70% : extrait
éthanolique 70% ; MeOH80% : extrait méthanolique ; EV : extrait par vinaigre, ps :
poids sec.
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Les résultats obtenus montrent que I’extraction par le VCP posséde les taux les
plus élevés en polyphénols et en flavonoides. En outre, 1’extrait préparé par le VCP
présente un rendement élevé (40%) par rapport aux autres solvants utilisés. La teneur
en polyphénols totaux varie de 24,66+2,95 a 55,51+1,16 mg EAG/g ps de la pelure des
fruits de Rosa canina. En ce qui concerne le taux des flavonoides totaux, les valeurs
obtenues varient entre 3,66+0,02 et 22,15+0,45 mg EQ/g ps. Cependant, les extraits
méthanoliques ont enregistré les valeurs les plus faibles en polyphénols et en
flavonoides avec des valeurs de 24,66+2,95 mg EAG/g ps et 3,66+0,02 mg EQ/g ps
respectivement. Les données obtenues sont en accord avec plusieurs études antérieures,
Ersoy et al., (2015) ont enregistré une moyenne variant entre 20,12 et 32,2 mg EAG/g
pour I’extrait eau/méthanol, et Jemaa et al., (2017) ont rapporté une valeur de
21,918+1,784 mg EAG/g pour I’extrait méthanolique. Cependant, Taneva et al., (2016)
ont rapporté des valeurs élevées que celles obtenues dans notre étude. L’extraction verte
ou écologique constitue une alternative convenable a 1’utilisation des solvants
organiques nocifs et basée sur la découverte et la conception de procédés d’extraction
qui réduiront la consommation d’énergie. L’utilisation des solvants écologiques assure
un extrait/produit de haute qualité (Chemat et al., 2019, 2012). Cette nouvelle technique
d’extraction des molécules bioactives par le vinaigre de pomme donne un bon
rendement d’extraction et ’extrait obtenu peut-étre administré directement sans risque
d’intoxication par contre les extraits obtenus par 1’utilisation des solvants organiques

peuvent étre toxiques dues aux résidus chimiques.

2. Activité antioxydante des extraits

L’extraction douce constitue une voie incontournable. Elle est basée sur
I’utilisation des solvants alternatifs et de produits naturels renouvelables en garantissant
un extrait sain et de haute qualité. Dans cette vision nous avons utilisé le vinaigre de
pomme comme un solvant écologique et naturel. L’ajout des matrices végétales (les
plantes aromatiques et médicinales) durant 1’élaboration du vinaigre de cidre joue un
role trés important dans I’enrichissement de produit fini en molécules bioactives grace
a son pouvoir extracteur. Les resultats de la méthode susdite sont présentés dans le
tableau 36.
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Tableau 36: Activité antioxydante des extraits de la pelure de Rosa canina

) TAC DPPH
Extrait

mg EAA/g I1Cso pg/mL
ED 5,89+0,10 0,373+0,027
EtOH50% 5,22+0,05 0,441+0,015
EtOH70% 5,70+0,17 0,740+0,011
MeOH80% 5,13+0,05 0,814+0,025
EV 7,88+0,19 0,336+0,005
BHT (mg/ml) - 0. 021+0.01

Acide ascorbique - -

ED : extrait aqueux ; EtOH 50% : extrait éthanolique 50% ; EtOH 70% : extrait
ethanolique 70% ; MeOHB80% : extrait méthanolique ; EV : extrait par vinaigre, ps :

poids sec, BHT : Hydroxytoluene butyle.

Les résultats obtenus montrent que la capacité antioxydante totale de différents
extraits varie de 5,13+0,05 a 7,88+0,19 mg EAA/g. La capacité antioxydante la plus
élevée est enregistré au niveau de I’extrait de vinaigre et la capacité la plus faible est
enregistré pour I’extrait méthanolique. Quant aux standards utilisés, ils ne présentent
aucune capacité antioxydante totale. En ce qui concerne le pouvoir antiradical DPPH,
I’extrait de vinaigre possede le pouvoir le plus intéressant par rapport aux extraits
étudiés avec une valeur de ICsp de 0,336+0,005 pg/ml. De méme, les extraits de Rosa
canina ont un pouvoir antiradical DPPH important par rapport au standard utilisé
(BHT) qui présente un ICso d’ordre de 0,021+0,01mg/ml.

Différentes études mentionnaient que ’activité antioxydante des extraits de
matrices végetales était positivement corrélée avec la teneur en composés bioactifs
(Wenzig et al., 2008).
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3. Profil phénolique du VCP S2 de Midelt par UHPLC.
Le profil phénolique du VCP identifié par une analyse UHPLC- MS/MS est
présenté dans le tableau 37. Les résultats obtenus montrent que le VCP est riche en

acides hydroxycinnamiques principalement I’acide trans-férulique, 1’acide férulique, et

I’acide sinapique, et des flavonoides comme 1’arbutine et I’apéginine comme des

composants majoritaires présents dans le VCP. Tandis que, I’acide syringique, ’acide

gallique, la quercetine, 1’acide p-coumarique, 1’acide rosmarinique, 1’acide ursolique,

le Kaempferol-3-O-glucose, le Kaempferol-3-O-pentose, le p-hydroxy benzoique\

acide salicylique, 1’acide caféique, et la catéchine gallate sont absents dans notre
échantillon testé.
Tableau 37: Profil phénolique du VCP S2.
Composés phénoliques du VCP (%)
Acu_ie Acide gallic Kaempferol Rutine Oleochantal Hydroxytyrosol
syringique
ND ND 0.192 0.125 0.132 0.019
Acide . : Trimethoxyfl . . -
transférulique Oleuropein Hesperetin avone Arbutine Acide rosmarinic
43.921 0.004 0.015 0.102 3.736 ND
Quercetin- . .
Acide ursolic Apigenine Amentoflavone Luteolin 3-0- Acide quercetin 3-0
] glucuronique
glucoside
ND 2.539 0.047 ND 0.021 0.044
Quercetin-3-O- Isorhamnetin- kae':\’ldgiol-
Kaempferol- Isorhamnetin- 3-O 7-O- Pentose / P L
hexose L - 3-0- Narigine
3-O-glucose Rutinoside luteoilin 7-O- .
deoxyhexose . glucuroniqu
glucoside e
ND 0.031 0.016 0.171 0.102 0.104
Kaempferol- . . Acide
3-O-hexose Tyrosol Acide protocathecoic A.C'.de Augle phydroxybenzoic\
vanillique syringique e
deohyhexose salicilique
0.054 ND 0.238 0.193 0.953 ND
A(.:'qe Acide caffeique Acide férulique .AC'.de A.C'de tfans‘ Acide chlorogenique
gentisique sinapique cinnamique
0.153 ND 40.155 3.887 1.835 0.372
Cathechin\ g_allocathechm} gallocathechin\ Cathechin oL L
. - epigallocathechin - . Procianidin Myricetin
epicathechin gallate epigallocathechin gallate
0.213 0.255 0.128 ND 0.093 0.146

ND : non déterminé

Le VCP contient un profil de composé phénolique plus complexe qui varie selon

I’origine géographique et le cultivar de pomme utilisé. les résultats obtenus dans la
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présente étude révele que 1’acide férulique et trans-férulique sont les composants
majoritaires de notre échantillon du VCP, tandis que Kelebek et al., (2017) ont trouve
que ’acide chlorogénique est le composant majoritaire en représentant une proportion
de 77% des polyphénols présents dans le VCP. L’effet de la transformation des pommes
en VCP sur le profil phénolique a été étudié. Les chercheurs ont trouve que la teneur
des composés phénoliques comme 1’acide gallique, 1’acide p-hydroxy benzoique, la
catéchine, ’acide syringique, 1’acide caféique, et 1’acide p-coumarique ont été

fortement diminués de plus de 10 fois (Bakir et al., 2016).

I\VV. Conclusion
Dans la présente étude, les extraits de la pelure des fruits de Rosa canina ont été
étudiés et comparés pour leur pouvoir antioxydant, teneurs en polyphénols et en
flavonoides. L’activité antioxydante la plus élevée et les teneurs les plus élevées en
phénols et en flavonoides sont notées pour I’extrait préparé par le VCP. Les fruits de

Rosa canina est une matrice végétale riche en molécules d’intérét biologique.

En outre, le VCP contient un cocktail de molécules bioactives qui présentent
des propriétés biologiques importante ce qui va booster les effets pharmacologiques des

extraits préparés par le VCP.
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Chapitre 6 : Etude de I'activité antidiabétique in

vivo de 'échantillon S2 de la région de Midelt
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l. Introduction

Traditionnellement, le role de 1’alimentation a été de fournir 1’énergie et les
nutriments essentiels pour soutenir les différentes fonctions physiologiques du corps.
Cependant, au fils des ans, le réle de I’alimentation a changé, elle est de plus en plus
sollicitée pour apporter des bénéfices physiologiques en termes de prise en charge et de
prévention des pathologies. Les changements des modes de vie alimentaire
(restauration rapide, consommation accrue, aliments stockés, et sédentarité) entre
autres, sont des ¢léments clés facilitant 1’installation des troubles métaboliques et
I’apparition de nombreuses maladies (Oomah and Mazza, 2000). Notre alimentation
actuelle est donc représentée par des apports glucidiques importants. L’augmentation
de la consommation des glucides est liée a I’accentuation de la prévalence de I’obésité
et de I’insulinorésistance prédisposant au diabete de type 2 (Rippe and Angelopoulos,
2016).

Le régime hypercalorique est le principal facteur qui provoque le
développement du risque métabolique des maladies cardiovasculaires, de
I’hypercholestérolémie, de I’hypertension, de I’hyperglycémie, du diabéte de type 2, et
de certains type de cancer (Grundy, 2004; Marinou et al., 2010; Singla et al., 2010).
Des évidences scientifiques ont montré que 1’administration chronique du glucose
induit une hypertension, une résistance a 1’insuline, une hyperglycémie, et un stress
oxydatif vasculaire plus élevé (El Midaoui et al., 2016; Popkin et al., 2012; Shahidi and
Miraliakbari, 2004; Zhao et al., 2004). Il est nécessaire de trouver des solutions
alternatives pour réduire la propagation et la progression des maladies métaboliques.
Plusieurs études se sont concentrées sur 1’identification des thérapies alternatives pour
diminuer 1’incidence de la maladie, en particulier les inhibiteurs des disaccharidases et

les inhibiteurs de 1’alpha-glucosidase (Johnston et al., 2013; Ogawa et al., 2000).

Le vinaigre de cidre de pomme est largement utilisé et apprécié par la population
Marocaine et dans le monde. Plusieurs études ont clairement démontré de nombreux
avantages de la consommation du vinaigre, tels que I’effet hypoglycémiant chez les
patients présentant des troubles de métabolisme du glucose (Halima et al., 2016;
Johnston et al., 2013; P. I. Mitrou et al., 2015), I’amélioration de la sensibilité a
I’insuline (Johnston et al., 2013), la diminution de I’index glycémique des aliments
glucidiques pour les personnes diabétique et non diabétique (Johnston et al., 2013),

119



I’effet antihyperlipidémique (Halima et al., 2016), I’effet hépatoprotecteur (Omar et al.,
2015), et la modulation de la peroxydation lipidique (Naziroglu, 2012).

Puisqu’il n’y a pas eu d’études ultérieures de I’effet thérapeutique du vinaigre
de cidre de pomme sur la glycémie induite par un régime riche en glucides, ce travail a
été mené pour déterminer si un traitement subchronique pendant cing semaines avec du
vinaigre de cidre de pomme aurait un effet régulateur sur la modulation de
I’hyperglycémie et [I’hyperlipidémie chez les rats nourris avec un régime

hypercalorigue.

1. Matériel et méthodes

1. Matériel
VVCP : Compte tenu des résultats intéressants obtenus sur la caractérisation
physicochimique et phytochimique de 1’échantillon S2 de la région de Midelt, nous

I’avons choisi pour mener les études sur les propriétés antidiabétique et antioxydante

du VCP chez les rats Wistar.

Rats Wistar : Les rats males et femelles de la souche Wistar, pesant 168+8.5 g
et 132+8 g respectivement ont €té choisis pour I’étude de I’activité antidaibétique. Les
animaux ont été obtenus auprés du centre d’élevage d’animaux au sein de la Faculté
des Sciences Dhar El Mahraz Fés. lls sont placés sous conditions environnementales
normales ou la température est de 25+1 °C et I’humidité est de 55+5 % avec un rythme

circadien de 12 heures le jour et 12 heures la nuit.

Le soin et la manipulation des animaux étaient conformes aux normes
internationales de directives standard acceptées pour 1’utilisation des animaux, et le
protocole a été approuveé par le comité institutionnel de protection des animaux suivants
les spécifications techniques frangaises pour la production, le soin et 1’utilisation des

animaux de laboratoire.

L'approbation éthique a été obtenue de I'Université Sidi Mohamed Ben
Abdellah de Fés, sous la responsabilité de I'animalerie et du Laboratoire des Substances
Naturelles, de la Pharmacologie, de I'Environnement, de la Modélisation, de la Santé et
de la Qualité de Vie, Université de Sidi Mohamed Ben Abdellah, Fes, Maroc (USMBA-
SNAMOPEQ 2017-03).
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2. Méthodes
Les animaux ont été répartis au hasard en trois groupes de huit rats (4 femelles

et 4 males) traités pendant 5 semaines (figure 42) :

- Groupe 1: représente le groupe témoin, les rats ont un libre accés a I’eau du
robinet uniquement et a une alimentation normale. Ils sont traités par 1’eau
distillée (2mL/kg).

- Groupe 2 : les rats ont un libre acces a une solution de D-Glucose 10 % et une
alimentation normale. Ils sont traités par 1’eau distillée (2mL/kg).

- Groupe 3 : les animaux ont un acces libre a une solution de D-Glucose 10 % et
recoivent chaque jour a I’aide d’une sonde de gavage 2 mL/Kg du vinaigre de

cidre.

Apreés cing semaines de traitement, les rats ont été mis a jeun pendant une nuit
(16 h) et sacrifiés par décapitation sous anesthésie 1égeére a 1I’éthyluréthane. Le sang a
été prélevé dans des tubes secs et centrifugés a faible vitesse a 1500 x g durant 15 min.

le plasma récupéré a été conservé pour les analyses biochimiques.

Début de traitement

Une semaine Cinq semaines

] L]
v

C
v

Acclimatation des rats
Eau distillée (2mI/kg)

Groupe 1 (4 miles et 4 femelles) : \

D-glucose (10%) accés libre

Groupe 2 (4 males et 4 femelles)

4 Prélevement du sang pour
. les analyses

D-glucose (10%) accés libre +
2mL/kg de vinaigre de pomme

Groupe 3 (4 males et 4 femelles) : J

Figure 42: Protocole expérimental de 1’évaluation de I’activité antidiabétique

du vinaigre de cidre de pomme.

3. Analyses biochimiques
Le plasma a été obtenu pour analyser la glycémie, le cholestérol total (CT), les

triglycérides (TG), le cholestérol a lipoprotéines de haute densité (HDL-c), le
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cholestérol a lipoproteines a faible densité (LDL-c), alanine Amin transférase (ALT),

aspartate aminotransférase (AST), lactate deshydrogénase (LDH), créatinine, urée,

calcium (Ca?*), sodium (Na?*), potassium(K*), et chlorure (CI).

I1l. Résultats et discussion

1. Effet du VCP sur le poids corporel
Dans le cadre de la démonstration des effets thérapeutique du vinaigre de

pomme, cet axe est consacré a 1I’étude de 1’effet préventif du vinaigre de cidre contre

les complications d’un régime hypercalorique (D-Glucose 10%) chez les rats Wistar.

Le tableau 38 montre les changements du poids des rats durant la période de traitement.

Tableau 38: La variation du poids corporel, en gramme, des rats males et
femelles durant la période d’expérimentation

Poids corporel
p (9) Gain de poids corporel (g)

Jour 0 Jour 28
Groupe Males Femelles Males Femelles Males Femelles
Groupel 1755212  126+2,82 195,5+3,53  141,5+0,70 20+5,65 15,5+2,12
Groupe2 168,5+2,12 1284565 200,5+10,60 147,5+17,67 32+8,48 19,5+£12,02
Groupe 3 172+2,82 126+2,82 185,5+6,36 138+5,65 13,5+3,53 12+8,48

Le suivi de I’évolution du poids corporel des animaux est maintenu tout au long

de la durée d’expérimentation. Les rats sont répartis en trois groupes de 4 males et 4

femelles, le premier groupe a un libre accés a I’eau de robinet uniquement et une

alimentation normale, le groupe 2 a un libre acces a une solution du D-glucose 10%, et

le groupe 3 a un libre acces a une solution du D-glucose et traité par le vinaigre de cidre

de pomme (2 ml/kg).

Les résultats sont présentés dans le tableau 38. Le poids corporel des rats issus

du groupe 2 révele une augmentation non significative par rapport au poids des rats du

groupe 1 (contréle) (19,5+£12,02 vs 15,5+2,12). Par contre, I’administration du vinaigre

de cidre aux rats du groupe 3 a abaissé non significativement la prise du poids

comparativement au groupe 1 mais significativement par rapport au groupe 2.

L’analyse des résultats nous permet de dire que le VCP contr6le le gain de poids

corporel chez les rats traités par le D-glucose (10%).
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Des études sur les modéles animaux obéses ont prouvé que 1’administration a
long terme d’une quantité de vinaigre réduit considérablement le poids corporel (de
Dios Lozano et al., 2012). Ceci est dd a la régulation du métabolisme des lipides par le
vinaigre de pomme (Chen et al., 2016).

2. Effet du vinaigre de cidre de pomme sur la glycémie
La figure 43 présente la glycémie des animaux des trois groupes apres cing
semaines de traitement (ED, D-G, et D-G+VCP).

15-
Eau distillée
Jokk &3 D-glucose

o — 10- E3 D-glucose+ vinaigre de cidre
3=
@ O
Q E
= €
(D —~— 54

0

Figure 43: Effet du D-glucose et du VCP sur la glycémie des rats. *p < 0.05
vs. Groupe traité par 1’eau distillée. +p < 0,05 vs. Groupe traité par le D-glucose.

Les rats traités par le D-glucose a 10% présentent une augmentation
significative de la glycemie (8,27+0,07 et 10,065+0,33mmol/l pour les males et les
femelles respectivement) par rapport aux deux autres groupes. Ces résultats montrent
que le D-glucose déclenche I’installation du diabéte du type 2. Le traitement des rats
avec le VCP fait baisser significativement la glycémie a des valeurs comparables a
celles de groupe contrdle pour les deux sexes. En effet, des études antérieures ont
prouvé que le vinaigre de pomme réduit la glycémie a jeun (Ebihara and Nakajima,
1988; Johnston, 2009; Johnston et al., 2008, 2004; Liljeberg and Bjorck, 1998) , en
réduisant la réponse insulinique post-prandiale (Johnston and Buller, 2005). La
consommation de vinaigre de pomme améliore la sensibilité a I’insuline et augmente
I’absorption du glucose au niveau des muscles squelettiques (Mitrou et al., 2015).
L’acide acétique en tant qu’élément majeur de vinaigre joue un role treés important dans

le ralentissement de la vidange gastrique (Liljeberg and Bjorck, 1998), et de la
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diminution de I’activité de la disaccharidase dans ’intestin gréle (Ogawa et al., 2000),
et les activites de la maltase, de la lactase et de la sucrase de I’intestin (Halima et al.,
2016). L’administration du VCP aux sujets diabétiques (diabéte de type 2) réduit la
glycémie a jeun en interagissant avec le métabolisme des carbohydrates, il augmente
¢galement 1’absorption de glucose et améliore la sensibilité¢ a I’insuline au niveau de
muscle squelettique (Mitrou et al., 2015). La consommation du VCP réduit le taux
sérique de I’insuline et augmente la sensibilit¢ des muscles squelettiques a son effet
pour augmenter 1’absorption de glucose par les tissues périphériques (Mitrou et al.,
2015). L’analyse phytochimique du VCP révéle que 1’acide férulique est le composé
phénolique majoritaire (Tableau 29). L’acide férulique posséde une activité
antioxydante remarquable et inhibe les activités de 1’a-glucosidase et I’a-amylase en
favorisant 1’absorption du glucose dans les muscles psoas isolé du rat (Salau et al.,
2021). L’absorption du glucose induite par 1’acide férulique dans les muscles psoas
suggere sa capacité a réduire I’hyperglycémie, suggérant ainsi sa propriété
antidiabétique. En outre, d’autres molécules comme 1’apigenine, 1’arbutine et I’acide
sinapique sont présents dans notre échantillon du VCP & taux considérable et ont éte
trouvé qu’ils ont un effet anti hyperglycémique (Altindag et al., 2021; Laaroussi et al.,
2020a; Li et al., 2021; Saeedi et al., 2021). La faible capacité antioxydante des cellules
B pancréatiques couplée a sa forte dépendance vis-a-vis du métabolisme oxydatif lors
de la sécrétion d’insuline le rend trés sensible aux effets oxydatifs (Wang and Roper,
2014). Les composés phénoliques sont bien reconnus pour leurs propriétés
antioxydantes. Les activités antioxydantes des composées phénoliques sont attribuées a
leur capacité a chélater les ions métalliques, piéger les radicaux libres, réduire les
oxydants, et d’inhiber les enzymes (Bendary et al., 2013; Giada, 2013).

3. Effet du VCP sur le bilan lipidique

Cette partie est consacrée a I’étude de pouvoir hypolipidémiant du VCP. Le
désordre métabolique des lipides se manifeste par 1’augmentation des taux de
cholestérol total (CT), les triglycérides (TG) et lipoprotéine de basse densité (LDL-c)
et une diminution de taux sérique de lipoprotéine de haute densité (HDL-c), ce qui peut
accentuer le risque d’installation des maladies cardiovasculaires (Bouazza et al., 2016;
El Midaoui et al., 2016). Le recours aux produits naturels constitue une stratégie étayée
sur des évidences scientifiques pour lutter contre 1’obésité et le désordre métabolique

des lipides.
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Le tableau 39 présente les résultats d’analyse du bilan lipidique des animaux de
différents groupes. Le taux du cholestérol total est significativement (p<0.05) élevé
chez les femelles et non pas chez les males du groupe traité par le D-glucose. De méme,
le D-glucose induit I’¢lévation des taux de triglycérides d’une maniére non

significative.

Tableau 39: Le bilan lipidique des rats traités par le D-glucose et le VCP.

Parametres Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3

biochimiques Males femelles Males Femelles Males Femelles

Profile lipidique
CT (mg/dl) 42,5+353 44+141  55+14,14 73,5+2,12* 604565  60+4,24
TG (mg/dl) 54,5+13,43 43,5+2,12  73+2,82 60+£1555 48+141  36+11,31
HDLC-c (mg/dl)  0,24+0,4 0,21+0,15 0,14+0,01* 0,14+0,05* 0,21+0,01 0,150,005
LDL-c (mg/dl) 42,5+0,70 44,5212 55,5+4,94* 525+212* 47+1,41  46,5+2,12

*p < 0,05 vs. Groupe 1. +p < 0,05 vs. Groupe 2.

Les concentrations LDL-c des rats du groupe traité par le D-glucose sont
significativement élevées chez les deux sexes (p<0,05). Tandis qu’on observe une

diminution significative des concentrations de HDL-c également pour les deux sexes.

Le traitement simultané avec le VCP a amélioré le profil lipidique au niveau
sérique en diminuant les taux des parametres de profil lipidique. En effet, les résultats
montrent clairement qu’il y a une diminution des taux du cholestérol total, des
triglycérides, et du LDL-c. Le vinaigre de cidre de pomme augmente également le taux
de HDL-c (Tableau 27). Nos résultats sont en accord avec d’autres études qui ont
montré que le vinaigre de pomme améliore le profile lipidique (Bouazza et al., 2016;
Halima et al., 2017; Setorki et al., 2010; Soltan and Shehata, 2012). Au niveau
génétique, I’acide acétique inhibe les genes responsables de la synthése des acides gras
et active la voie MAPK en induisant la réduction du cholestérol, des triglycérides, et du
LDL par la régulation de I’expression du géne srebp-1 (Figure 19) (Fushimi et al., 2006;
Sakakibara et al., 2006). Il stimule également la sécrétion de la bile et I’oxydation des
acides gras et par conséquence la réduction des parametres de bilan lipidique (Fushimi
et al., 2006; Fushimi and Sato, 2005). De surcroit, le vinaigre de cidre de pomme
contient un cocktail de molécules bioactives dont I’acide chlorogénique, acide

protochatechique, 1’acide vanillique, I’acide gallique et 1’acide caféique sont les plus
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abondants et qui interviennent dans le contr6le de profil lipidique en inhibant
I’installation du désordre métabolique des lipides (Aykin et al., 2015; Du et al., 2020;
Kelebek et al., 2017; Mateos-Aparicio et al., 2020a; Meng et al., 2013; Zhang et al.,
2021). Notre échantillon du VVCP est riche en acide ferulique qui possede une activité
inhibitrice de la lipase pancréatique insinue le potentiel antiobésogene en retardant le
processus lipolytique et réduisant 1’absorption des lipides (Salau et al., 2021). En
addition, I’acide férulique protége et restaure la fonction sécrétoire d’insuline par les

cellules B pancréatique (Salau et al., 2021).

L’activité antioxydante importante des molécules bioactives présentes dans le
VCP inhibe la peroxydation lipidique et par conséquent, il y a diminution du cholestérol
LDL et du malondialdéhyde (MDA) (Goldstein et al., 1979). Les molécules bioactives
contenues dans le VCP inhibent également 1’accumulation des lipides par I’inhibition
de leur absorption et par I’activation du métabolisme des lipides au niveau hépatique
(Shimoda et al., 2006). La synergie entre les différentes molécules bioactives de
vinaigre de pomme a des conséquences bénéfiques sur la santé, ce qui explique ses

propriétés thérapeutiques exceptionnelles (Figure 52).

4. Effet du VCP sur les enzymes hépatiques

Le taux des enzymes hépatiques sont présentées dans le tableau 40. Le groupe
traité par le D-glucose présente une augmentation significative des valeurs d’aspartate
aminotransférase (ASAT) et la lactate déshydrogénase (LDH) chez les deux sexes
(p<0.05). L’alanine aminotransférase (ALAT) augmente également d’une maniére non
significative par rapport au groupe controle. Le traitement simultané avec le vinaigre
de cidre contrebalance 1’effet du D-glucose sur 1’augmentation des trois enzymes

hépatiques. Aussi bien pour les rats males et les femelles.
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Tableau 40: le bilan hépatique des groupes (ASAT, ALAT, et LDH).

Paramétres Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
biochimiques Males Femelles Males Femelles Males Femelles
Fonction
hépatique
ASAT (U/l) 109,5+3,53" 119+1,41 159,5+7,77*  174+1555*  93,5+7,77" 129+12,79
ALAT (U/l) 35+2,82 20,5+10,60 42,5+3,53 50+2,82 17,54£2,12** 20+9,89
LDH (U/l) 396,5+10,60" 472+84,85" 852,5+24,93* 665,5+62,93* 373,5+38,89" 405+17,9*

*p < 0,05 vs. Groupe 1. +p < 0,05 vs. Groupe 2.

Les agressions hépatiques sont traduites par une élévation des taux sériques
d’enzymes hépatiques qui sont conséquents a une toxicité liée au désordre métabolique.
Par ailleurs, plusieurs études ont montré que 1’administration du D-glucose entraine une
altération considérable de la fonction hépatique liée au stress oxydatif (Laaroussi et al.,
2020). En effet, I’hyperglycémie chronique induit une surproduction des radicaux
superoxydes. Elle augmente les équivalents réducteurs de la chaine de transport
d’électrons et le potentiel électrochimique a travers la membrane mitochondriale
interne. L’élévation de la production du radical superoxyde inhibe directement ou
indirectement I’enzyme GAPDH ce qui induit D’accumulation des produits
intermédiaires glycolytiques (Brownlee, 2005, 2001; Rodacka et al., 2010). La
génération des ERO par I’hyperglycémie s’effectue par la stimulation de quatre voies :
(1) Paugmentation du flux de glucose a travers la voie des polyols, (2) la formation
accrue des produits terminaux de glycation (AGE), (3) I’hyperactivité de la voie de
I’hexoamine et (4) I’activation des isoformes des protéines kinase C (PKC) (Rains and
Jain, 2011; Vanessa Fiorentino et al., 2013). Le vinaigre de pomme en tant que produit
naturel possede une activité antioxydante remarquable (Bakir et al., 2016; Ozturk et al.,
2015c¢). Il a été utilisé pour neutraliser et/ou prévenir les effets néfastes induits par
plusieurs agents stressants tels que la nicotine, le diabéte, I’hyperlipidémie, et le
peroxyde d’hydrogéne (Bouazza et al., 2016; Halima et al., 2017; Omar et al., 2015;
Ousaaid et al., 2020; Tripathi et al., 2020; Zou et al., 2018). Le stress oxydant se
manifeste par la déstabilisation des mécanismes impliqués dans le systéme de défense
antioxydant via les enzymes antioxydantes. La capacité des étres humains a lutter contre
les oxydants est primordiale pour rester en bonne santé. Les radicaux libres sont a

I’origine de plusieurs pathologies comme [Darthrite, le choc hémorragique,

127



I’athérosclérose, le vieillissement, 1’alzheimer, le dysfonctionnement gastro-
intestinale... etc. Par conséquent, les antioxydants aussi bien endogeénes qu’exogenes

sont essentiels pour prévenir de telles maladies.

Des études ont prouvé que I’administration de vinaigre de cidre de pomme
possede un effet préventif contre le stress oxydatif induit par le diabete sur des modeles
animaux (Juskova et al., 2011 ; Sakakibara et al., 2006; Shishehbor et al., 2008) et chez
I’étre humain (Gheflati et al., 2019), 1’ovariectomie chez les souris (Naziroglu, 2012;
Naziroglu et al., 2014), le régime alimentaire riche en graisses (Bouazza et al., 2016;
Halima et al., 2017), et le stress de contention chronique (Abdulrauf et al., 2018). Par
son pouvoir antioxydant, le vinaigre de cidre de pomme a diminué le taux de la
peroxydation lipidique au niveau du cristallin des rats ovariectomisés, de plus, il
améliore I’activité de la machinerie enzymatique impliquée dans le systéme de la
défense antioxydant (GSH-Px) (Naziroglu, 2012). Ce qui peut prévenir les effets
toxiques des ERO. De surcroit, I’administration du vinaigre de cidre de pomme aux
rats soumis a un régime alimentaire hyperlipidémiant a augmenté les teneurs sériques
des enzymes de systeme de défense antioxydant (SOD, GPx, GRx, et TAS) et a diminué
le taux de TBARS dans le sérum et au niveau hépatique avec des proportion de 61.85%
et 43.85% respectivement (Bouazza et al., 2016). La neutralisation des radicaux libres
s’effectue par I’intervention des enzymes de défense endogeénes comme la superoxyde
dismutase, la glutathion peroxydase, la glutathion réductase, et la catalase (Sies, 1994).
Cette machinerie enzymatique constitue la premiére ligne de défense contre les dégats
induits par les radicaux libres. Des études ont indiqué que les antioxydants exogenes
peuvent inhiber et empécher 1’étendue de la peroxydation lipidique (Naziroglu, 2012;
Naziroglu et al., 2014; Toualbi et al., 2020; Zou et al., 2018). Nakamura et al., (2010)
ont rapporté que le vinaigre de cidre booste ’activité de la superoxyde dismutase. Le
VCP contient en effet, un cocktail de molécules biologiquement actives comme I’acide
chlorogénique qui représente 56.9% de la composition des polyphénols présents dans
le vinaigre. Ces méme chercheurs, ont déterminé les constituants les plus efficaces pour
augmenter 1’activité de la superoxyde dismutase (Nakamura et al., 2010). L’acide
caféique et I’acide p-coumatique sont deux autres molécules bioactives présentes dans
le vinaigre de pomme qui boostent ’activité de la superoxyde dismutase a une
proportion inférieure a celle de ’acide chlorogénique (Nakamura et al., 2010b). Le

traitement par le vinaigre de pomme a atténué 1’activité du malondialdéhyde sérique
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(MDA), cela pourrait étre di a un possible effet adaptogéne du vinaigre de cidre dans
I’amélioration de la peroxydation lipidique excessive induite par le stress chronique
(Abdulrauf et al., 2018) ou bien par un régime riche en cholestérol (Seydim et al., 2016).
Seydim et al., (2016) ont étudié I’impact de différents échantillons du vinaigre produits
par différentes techniques sur les enzymes de la défense antioxydante des rats sous un
régime enrichi en cholestérol. Ils ont montré que I’administration du VCP produit par
un processus artisanal a amélioré le statut antioxydant. La longue durée nécessaire pour
produire le vinaigre de pomme par la méthode traditionnelle permet la production de
composants bioactifs et d’une structure polysaccharidique complexe, appelée mere de

vinaigre qui auraient un pouvoir antioxydant important (Seydim et al., 2016).

5. Evaluation du risque rénal

Le lien entre I’hyperglycémie et les anomalies rénales est particulicrement
¢tabli. L’augmentation de 1’urée et de la créatinine est fortement associée a un risque
d’attraper une affection rénale. De ce fait, I’étude de la variation de ces paramétres
constitue un prédicteur de risque rénale lié a un régime hypercalorique. Le tableau 41
montre les valeurs des protéines totales, 1 urée, et la créatinine de différents groupes.

Tableau 41: Le bilan rénal des rats traités par le D-glucose et le vinaigre de
cidre de pomme

Parameétres Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3

biochimiques Males Femelles Males Femelles Males Femelles

Fonction rénale
Protéines totales (mg/dl)  56,5+12,02 49,5+3,53 51,5+2,12 52,5+2,12 605,65 60+4,24
Urée (mmol/L) 0,31+0,01** 0,37+0,25* 0,39+0,4** 0,41+£0,15* 0,25+0,9*" 0,2740,13**
Créatinine (umol/L) 5+1,41 4,5+0,5 6,5+0,5 7+1 6,5+1,5 5,50,5

*p < 0,05 vs. Groupe 1. +p < 0,05 vs. Groupe 2.

Le D-glucose affecte significativement les taux de 1’urée chez les males et les
femelles(p<0,05). Par contre, il augmente les taux de la créatinine d’'une maniére non
significative. Chez le groupe traité par le vinaigre de pomme, on observe une
diminution significative des valeurs de I’urée (p<0,05). Le vinaigre affecte également,
moderément par rapport au groupe témoin, les valeurs des protéines totales et celles de

la créatinine.
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La créatinine est le résultat de la dégradation de la créatinine musculaire, tandis
que l’'urée est I'un des déchet métabolique des protéines (Baum et al., 1975),
I’augmentation de ces deux biomarqueurs rénaux dans le groupe diabétique non traité
est un signe de néphropathie diabétique. Weekers and Krzesinski, (2005) ont montré
que la néphropathie diabétique est induite par une altération des glomérules rénaux due
a la glycotoxicité, au stress oxydatif, et a une pression intraglomérulaire élevée. L’effet
néphroprotecteur de vinaigre de pomme pourrait étre di a ses composés bioactifs en
particulier le pyrogallol et la catéchine (Soltan and Shehata, 2012). Dans les groupes
d’études, il a été remarqué que les deux molécules susdites peuvent prévenir les lésions
rénales et réduire les niveaux de créatinine et d’uricémie (Halima et al., 2017;

Wongmekiat et al., 2018).

6. Effet du VCP sur les électrolytes

Le tableau 42 montre les résultats d’analyse des électrolytes sériques de
différents groupes d’expérimentation. Les taux plasmatiques en calcium Ca?*
augmentent significativement chez le groupe traité par le D-glucose pour les deux
sexes. Par contre les autres électrolytes (Na*, K*, et CI") avec une différence non
significative. Le traitement simultané par le VCP augmente le taux sérique de calcium
pour les rats méales et femelles, par contre le VCP n’affecte pas les taux sériques de
sodium et de chlore. Cependant, il diminue significativement le taux de potassium sans

induire une hypokaliémie.

Tableau 42: Les électrolytes plasmatiques de différents groupes

Parameétres Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3

biochimiques Males Femelles  Males Femelles  Males Femelles

Statut des éléctrolytes

plasmatiques

Ca®*(mmol/l) 20,5+0,70* 19+1,41*  64+141*  865+9,19% 96,5+2,10%* 825+10,60*
Na?*(mmol/l) 140,5¢0,70 139,5+0,70 128,5+14,84 137,5¢2,13 141,5¢0,70 139401
K" (mmol/l) 5,25+0,05 5,05+0,025 6,240,3 57401  42+0,1*  4,7+02*
CI"(mmol/1) 9742,82  101,54¢0,71 885+2,12  1065+2,11 1025+0,69 102+4,24

*p < 0,05 vs. groupe 1. +p < 0,05 vs. groupe 2.

L’¢évaluation des ¢électrolytes plasmatiques constitue une étape primordiale dans

le diagnostic des troubles métaboliques, en particulier le diabete de type 2, car ils jouent
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un role clé dans la régulation de la pression artérielle (Shahid and Mahboob, 2003). Le
sodium est [’électrolyte principalement impliqué dans le développement de
I’hypertension artérielle (hypertension) et d’autres complications cardiovasculaires.
L’hypokaliémie exprimée par les rats diabétiques traités avec du vinaigre de pomme
peut étre due a une réponse compensatoire du systeme rénal pour modérer la
concentration de sodium et ainsi maintenir 1’équilibre du sodium sanguin (Zhue et al.,
2009). Des études antérieures ont montré que le taux sérique élevé du calcium a été
directement associé au risque de diabéte type 2 (Akpinar-Bayizit et al., 2010; Kondo et
al., 2001). Cependant, 1’administration concomitante quotidienne de vinaigre de
pomme n’a pas pu améliorer le taux plasmatique de calcium. Cela est probablement 1ié
a sa richesse en calcium (Ousaaid et al., 2017). De plus, le vinaigre de pomme a un effet
stimulant sur I’absorption du calcium. Cela peut améliorer la réduction de la pression
artérielle par le systeme rénine-angiotensine grace a I’inhibition de la libération de
rénine (Kondo et al., 2001).

IV. Conclusion

L’analyse chimique du vinaigre de cidre de pomme a révélé la présence des
composés bioactifs tels qu’une teneur en flavonoides qui pourrait &tre responsables de
ses propriétés biologiques exceptionnelles a savoir I’activité antioxydante, 1’activité

antihyperglycémique et I’activité antihyperlipidémique.

Les résultats obtenus montrent que le régime hypercalorique (D-glucose) est
associé a une augmentation de la glycémie, des triglycérides, du cholestérol, des LDL,
des taux d’enzymes hépatiques, de 'urée et de la créatinine. La consommation
quotidienne du VCP pourrait offrir des effets protecteurs prometteurs contre les

changements métaboliques induits par le régime hypercalorique.
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Chapitre 7 : Etude de l'activité antioxydante in

vivo de ['échantillon S2 de la région de Midelt
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l. Introduction

Le stress oxydatif induit une augmentation de la production des radicaux libres
qui causent des dommages au niveau de divers organes. Il pourrait inhiber 1’activité des
enzymes antioxydantes, augmenter la production de radicaux libres et induire un stress
oxydatif au niveau du foie (Kovacic and Somanathan, 2008). De nombreux facteurs
peuvent étre induits par ce déséquilibre tels que I’acidose, I’oxyde nitrique, les métaux
de transition, 1’oxydation des LDL (Espino et al., 2012), et le peroxyde
d’hydrogéne (Okoko and Ere, 2012). De plus, le peroxyde d’hydrogéne posséde la
capacité de traverser la membrane en tant qu’agent destructeur et génére des radicaux
hydroxyles (Okoko and Ere, 2012). D’autres producteurs d’espéces réactives
d’oxygeéne (ERO) peuvent induire une nécrose et une apoptose (Ben Saad et al., 2019).
Des évidences scientifiques ont bien établi que le stress oxydatif est la cause majeure
de diverses pathologies (A. B. Bouazza et al., 2016; Burgos-Moron et al., 2019; Halima
et al., 2017). De nos jours, I’utilisation de produits naturels s’avére étre une bonne
alternative aux produits chimiques dont les effets secondaires peuvent étre graves (Jin,
2019; Silvester et al., 2019).

Le vinaigre de cidre de pomme est un produit naturel riche en substance
bioactives telles que les polyphénols, les flavonoides, et les acides organiques. Il est
utilisé en médecine alternative pour traiter plusieurs maladies (Chen et al., 2016a). Le
vinaigre des fruits était recommandé pour traiter la laryngite, la fiévre, les maux
d’estomac (Budak et al., 2014a). Récemment, certaines études ont rapporté que le
vinaigre présentait un effet protecteur sur les hépatocytes en atténuant la toxicité induite
par le peroxyde d’hydrogéne (Xia et al., 2019), il contient plusieurs antioxydants et
possede une activité antioxydante élevée (Bakir etal., 2016; A. B. Bouazza et al., 2016).

Dans le présent travail, les effets hépato-néphroprotecteurs du vinaigre de cidre
de pomme a été évalué sur des rats de laboratoire en étudiant la capacité de ce produit

a protéger les organes contre la toxicité induite par le peroxyde d’hydrogéne.

1. Matériel et méthodes

1. Matériel biologique
VCP : Compte tenu des résultats intéressants obtenus sur la caractérisation

physicochimique et phytochimique de I’échantillon de vinaigre de pomme S2,
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Rat Wistar : Le test a eté effectué sur 12 males rats Wistar, pesant 10319 ¢
obtenus auprés du centre d’élevage d’animaux au sein de la Faculté des Sciences Dhar
El Mahraz de Fes. Les animaux sont acclimatés selon les mémes conditions citées

préalablement dans le paragraphe (figure 44).

2. Méthodes
Les animaux ont été répartis au hasard en trois groupes, chaque groupe contient

quatre rats, la durée de traitement est de 22 jours :

- Groupe 1: représente le groupe témoin, les rats ont un libre acces a ’eau du
robinet uniquement et a une alimentation normale. Ils sont traités par I’cau
distillée (10ml/kg).

- Groupe 2: les rats ont un libre acceés a I’eau du robinet et a une alimentation
normale. Ils sont traités par une solution de peroxyde d’hydrogéne (10 ml/kg
b.wt 10 % H.0y).

- Groupe 3: les rats ont un acces libre a 1’eau du robinet et a une alimentation
normale. Ils sont traités par une solution de peroxyde d’hydrogéne (10 ml/kg
b.wt 10 % H.0>) et le VCP (10 ml/kg b.wt).

Apres 22 jours de traitement, les rats ont été mis a jeun pendant une nuit (16 h)
puis sacrifiés par décapitation sous anesthésie 1égere a 1’éthyluréthane. Le sang a été
prélevé dans des tubes secs et centrifugé a faible vitesse a 1500 x g durant 15 min. le
plasma récupéré a été conservé pour les analyses biochimiques. Les organes (le foie et

les reines) sont prélevés et fixés dans le liquide pour les analyses histologiques.
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Deébut de traitement

Une semaine ' 22 jours
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Acclimatation des rats

Eau distillée (10 mL/kg)
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H,0, 10% (10mL/kg)

Groupe 2 1 Prélevement du sang pour
' les analyses et les organes
pour I’étude histologique

H,0, 10% (10mL/kg) +
10mL/kg de vinaigre de pomme

Groupe 3 1 J

Figure 44: Protocole expérimental de 1’évaluation de ’activité
hépatonéphroprotectrice du vinaigre de cidre de pomme contre le peroxyde

d’hydrogene.

3. Analyses biochimiques
Le plasma a été récupéré apres centrifugation pour analyser les enzymes
hépatiques (ALT, AST et PAL), la créatinine et I’urée.

4. Analyses histologiques

L’analyse histologique des organes (le foie et les reins) a été réalisée selon la
méthodologie adoptée par Bakour et al., (2018). Les organes prélevés sont fixés
immédiatement pendant 72 h dans des boites spécifiques contenant le formol dilué a 10
% et tamponné a la neutralité afin d’éviter la décomposition des tissus et de préserver
leur architecture. Ensuite les tissus des organes ont été mis dans la paraffine afin de leur
donner une consistance ferme nécessaire pour réaliser des coupes histologiques. La
déshydratation des tissus a €té réalisée par une série de concentrations croissantes
d’éthanol (70 %, 95 % et 100 %), suivi d’une clarification dans le toluéne. Enfin les
coupes histologiques de 5-6 mm ont été préparées et colorées avec 1’hématoxyline et

de I’éosine pour I’observation microscopique.

4.1.Fixation
La fixation des organes (le foie et les reins) est faite par le formol dilué a 10 %
pour éviter toute putréfaction des tissus a étudier. Les organes prélevés sont totalement

immergés dans la solution fixatrice et y séjournent pendant 72 h.
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4.2.Inclusion
Les organes fixés sont imprégnés dans des bains de la paraffine pour réaliser

des blocs de paraffine qui facilitent la réalisation des coupes histologiques.

4.3.Coupe, étalement des lames, et coloration

Le microtome découpe les blocs en petites coupes de 3 um d’épaisseur. Les
rubans sont fixés par la suite sur des lames par 1’utilisation d’une eau albumineuse et
séchée a 55 °C. Le xylene est utilisé pour déparaffiner les lames fixées, ensuite les
lames sont introduites dans des bains d’éthanol a des doses décroissantes pour les

réhydrater.

Finalement, 1’hématoxyline-éosine est utilise comme colorant qui colore le

noyau en bleu et le cytoplasme en rose.

I11. Résultats et discussion

1. Effet du peroxyde d’hydrogéne et du VCP sur les transaminases
Les résultats de 1’étude de ’effet de peroxyde d’hydrogéne et du vinaigre de
cidre de pomme associés sur la fonction hépatique (ASAT, ALAT et PAL) sont
présentés dans la figure 45 A, B et C.

L’administration de peroxyde d’hydrogene induit une augmentation
significative des taux de I’aspartate amino-transférase (ASAT) (figure 45 A), alors que
les taux d’ALAT et PAL n’ont pas été significativement augmenté. D’ un co6té, les taux
d’ASAT et d’ALAT n’ont pas été significativement modifiés avec le traitement

simultané par le vinaigre de cidre de pomme malgré une tendance a la baisse des
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niveaux des deux enzymes hépatiques (Figure 47 A et B). D’un autre c6té, le vinaigre

de pommes n’a aucun effet sur les taux de PAL (figure 47 C).
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Figure 45: Les enzymes hépatiques des rats traités par le D-glucose et le
vinaigre de pomme A : aspartate aminotransférase (AST), B : alanine
aminotransférase (ALT), C : lactate deshydrogénase (LDH).

L’¢élévation des taux d’enzymes hépatiques est causée par la toxicité du
peroxyde d’hydrogene. Il agit par sa capacité a pénétrer a travers les membranes
cellulaires et génére des radicaux hydroxyles impliqués dans les lésions des organes
(Okoko and Ere, 2012; Sam et al., 2019). Le taux élevé des enzymes hépatocellulaires
indiquent une inflammation ou une lésion des cellules du foie expliquée par une fuite
d’enzymes vers le plasma (Bakour et al., 2018a). Nos résultats sont en accords avec
ceux rapportés par (Bakour et al., 2018). Il a été montré que le vinaigre de pomme réduit
I’oxydation au niveau du foie et améliore la fonction enzymatique hépatocellulaires
(Omar et al. 2015). Par sa riche composition en différents composeés bioactifs qui ont
un effet hépato protecteur en raison de leur capacité a diminuer la fuite d’enzymes
hépatiques et favorise les défenses du systeme antioxydant (Halima et al., 2017; Omar
et al. 2015; Oztiirk et al., 2009)
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Creatinine mg/dL

2. Effet du peroxyde d’hydrogene et du VCP sur les parameétres
rénaux

En ce qui concerne 1’évaluation des paramétres rénaux, I’administration de
peroxyde d’hydrogéne a augmenté non significativement les taux de créatinine et d’urée
sériques par rapport au témoin (Figure 46 A et B). L’administration en plus de vinaigre
de pommes a induit une diminution non significative des taux de la créatinine (figure

46 A) mais il n’a aucun effet sur les taux de 1’urée (figure 46 B).
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Figure 46: Bilan rénal des rats traités par le peroxyde d’hydrogéne et le
vinaigre de cidre de pomme, A : créatinine, B : urée.

Le rein est un organe extrémement vital par son indispensable réle métabolique
(excrétion et régulation). L’exposition de cet organe aux xénobiotiques induit la
néphro-toxicité qui est capable de compromettre son état physiologique et ses fonctions
métaboliques (Schetz et al., 2005; Zager, 1997). Le peroxyde d’hydrogéne est un
Xénobiotique typique et potentiel agent toxique largement utilisé pour évaluer le
pouvoir néphroprotecteur d’un produit naturel contre la toxicité rénale (Bakour et al.,
2018). 11 est établi que les effets toxiques du peroxyde d’hydrogéne sont liés a la
génération des radicaux libres. De ce fait, le pouvoir néphroprotecteur, contre 1’effet
toxique de CCls, du vinaigre de cidre de pomme a été étudié. Dans cette étude, les
chercheurs ont montré que le vinaigre de cidre de pomme a apparemment amélioré la
capacité du rein a empécher 1’accumulation de la créatinine dans le sang en abaissant
son taux sérique de 20.51% par rapport au groupe traité par le CCls (Asejeje et al.,
2020). Dans notre étude, le vinaigre de pomme n’a aucun effet sur le taux d’urée, par
contre I’étude menée par (Bouazza et al., 2016) ont montré que 1’administration de

vinaigre de pomme réduit le taux d’urée par 33.33% par rapport au taux d’urée du
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groupe hyperlipidémique. Des études antérieures ont prouvé que le vinaigre de pomme
possede une activité antioxydante remarquable (Bouazza et al., 2016; Budak and Guzel-
Seydim, 2010; Halima et al., 2016; Oztirk et al., 2009) ce qui peut expliquer son
pouvoir néphroprotecteur contre le stress oxydant généré par 1’administration du

peroxyde d’hydrogéne.

3. Etude histologique

3.1.Au niveau hépatique

L’étude histologique des organes (foie et rein) des rats du groupe témoin
présente un aspect normal et une structure réguliére des tissus hépatiques. Les
hépatocytes présentent une architecture normale avec un cytoplasme granuleux, des
espaces sinusoides, et une veine centro-lobulaire (figure 47 A). Les coupes
histologiques du foie des rats traités par le peroxyde d’hydrogéne montrent une
architecture désorganisee et des cellules avec un cytoplasme clair entourent la veine
centro-lobulaire dilatée (figure 47 B). Les coupes histologiques du foie de groupe traité

simultanément par H.O> et VCP montrent, par contre, une réorganisation de la structure

du tissu hépatique avec un espace sinusoidal presque normal (figure 47 C).
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Figure 47: A : Eau distillée : tissu normal ; B : H20- seul : les fleches montrent
des congestions et des hémorragies ; C : H.O2+vinaigre : les fleches montrent des
congestions

La désorganisation de I’architecture hépatique constitue un signe de toxicité qui
peut altérer la fonction hépatique. Le VCP contient un cocktail de molécules bioactives
avec un potentiel hépato protecteur important. L’acide Trans-ferulique et 1’acide
ferulique sont les composants majoritaires présents dans le VCP. Différentes études

ultérieures montrent que 1’administration des deux composants (I’acide trans-ferulique
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et I’acide ferulique) empéche 1’hépato-toxicité et la peroxydation lipidique au niveau
hépatique (ahmadipour et al., 2021; Hassanein et al., 2021; Yang et al., 2018).
Hassanein et al., (2021) ont montré que LI’acide trans-ferulique atténue efficacement
les cytokines inflammatoires via une régulation négative de TLR4 et IRF3, P38-MAPK,
JAKI1, ERKI1, et ERK2. En outre, le traitement par 1’acide methyl-ferulique a
significativement diminué les activités des enzymes hépatiques (ALAT et ASAT) en
augmentant également les taux de la superoxyde dismutase, la catalase, et la glutathion
peroxydase et réduisant la concentration de malondialdéhyde au niveau hépatique

(Yang et al., 2018) ce qui peut expliquer 1’effet hépato protecteur du VCP.

3.2.Au niveau rénal
Cette partie est consacrée aux effets causés par I’administration du peroxyde
d’hydrogene sur les reins des rats. Les coupes histologiques des reins du groupe témoin
montrent une structure normale des capsules de Bowman (Figure 48 A). Le traitement
par le peroxyde d’hydrogeéne induit une congestion avec des capsules dilatées et
atrophiees (Figure 48 B). Les rats traités simultanément avec le vinaigre de pommes
présentent des améliorations au niveau structurel et une architecture des capsules de

Bowman normale et non atrophiée (Figure 48 C).

Flgure 48 A Eau dlstlllee tissu normal B: H202 seul erches montrent des
congestions et des hémorragies; C: H>O»>+vinaigre: fleches montrent des congestions

Les dommages oxydatifs jouent un réle clé dans la pathogénese rénale induite
par le peroxyde d’hydrogéne et les radicaux libres générés qui sont au centre des
mécanismes qui conduisent a la toxicité (Bakour et al., 2018; Upadhyay et al., 2019).
L’interprétation des résultats suggeérent que 1’administration du vinaigre de pomme a
amélioré les dommages causés par le peroxyde d’hydrogéne (Figure 50). La capacité
néphroprotectrice du VCP contre les troubles rénaux peut étre attribuée a sa richesse en
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composés antioxydants comme 1’acide trans-férulique, 1’acide férulique, 1’acide
sinapique, 1’apigénine, et ’arbutine. Les composes phénoliques sont reconnus pour
leurs propriétés antioxydantes, hépatoprotectrices et néphroprotectrices (ahmadipour
et al., 2021; Altindag et al., 2021; Giada, 2013; Salau et al., 2021; Yang et al., 2018).

I\VV. Conclusion
Les résultats de cette étude montrent que le peroxyde d’hydrogéne modifie les
taux d’enzymes hépatiques, de créatinine, et d’urée. Les paramétres étudiés étaient peu
marqueés en raison de la durée de traitement. Le vinaigre de cidre de pomme est un
produit naturel qui peut étre utilisé pour prévenir et/ou traiter les complications du stress

oxydatif grace a sa richesse en molécules bioactives.
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Le désordre métabolique et le stress oxydatif sont les conséquences d’une
mauvaise hygiéne de vie, de la sédentarité, et d’une mauvaise alimentation. Le diabete
et ses complications sont en effet le probleme majeur du siécle (Moreira, 2013). La
prévalence du diabete augmente mondialement de fagon exponentielle. Le régime
hypercalorique est le principal facteur impliqué dans le développement du risque
cardiovasculaire, de I’hypercholestérolémie, de I’hypertension, de I’hyperglycémie, et
de quelques types de cancer (Grundy, 2004; Marinou et al., 2010; Singla et al., 2010).
Des études antérieures ont prouvé que la consommation chronique du glucose cause
I’hypertension artérielle, I’insulinorésistance, I’hyperglycémie, et le stress oxydatif au
niveau vasculaire (EI Midaoui et al., 2016; Popkin et al., 2012; Shahidi and
Miraliakbari, 2004; Zhao et al., 2016). Le stress oxydatif est a I’origine de plusieurs
pathologies comme le diabéte, qui peut étre évité par une consommation de produits

naturels riches en antioxydants, entre autres le VCP riche en molécules bioactives.

En effet, différentes structures phénoliques ont été déterminées jusqu’a présent
dans le VCP avec leur occurrence fortement liée a la variété de pomme. De plus, le
processus d’élaboration du VCP, la fermentation, la durée de macération avec ou sans
la pulpe et la pelure, le pressurage et la maturation affectent la composition
phytochimique du produit fini (Garcia-Parrilla et al., 2017). En générale, la méthode
traditionnelle fournit des VCP de meilleure qualité grace a une excellente complexité
moléculaire due a la longue période du processus en permettant la formation de
nouveaux molécules par polymérisation et également assurer une meilleure libération
des composés bioactifs de la matiere premiére (Budak and Guzel-Seydim, 2010;
Garcia-Parrilla et al., 2017). Par contre, la méthode industrielle provoque un
changement plus important au cours de la fermentation acétique grace au flux
d’oxygeéne élevé qui accentue 1’oxydation des composés phénoliques, ainsi que la
courte durée de production achéve rapidement le processus de la formation des
nouveaux composés (Mazza and Murooka, 2009; Solieri and Giudici, 2009). Ceci peut
expliquer la richesse du VCP artisanal en molécules bioactives. Le VCP en tant que
bioliquide sain peut étre utilis¢é comme un solvant vert pour I’extraction des molécules
bioactives a partir d’une matrice végetale a la place des solvants organiques. Le VCP
est un liquide polaire, avec une densité, une viscosite, une acidité et une activité qui
peuvent faciliter le processus d’extraction des molécules bioactives (Filly et al., 2016).

L’extraction douce et durable par le VCP respecte I’environnement pour la préparation
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des échantillons sans risque d’intoxication par les résidus comme ceux des solvants

organiques.

La résistance bactérienne aux antibiotiques pose, en outre des menaces
sanitaires majeures et mondiales. Le vinaigre de cidre de pomme s’est avéré avoir une
puissante activité antibactérienne contre les bactéries résistantes (Yagnik et al., 2021,
2018). Le VCP contient un cocktail d’ingrédient bioactifs comme les acides organiques
qui inhibent la croissance bactérienne par la destruction de la paroi bactérienne,
I’inhibition de la synthése des macromolécules, la consommation de 1’énergie de la
bactérie, I’augmentation de la pression osmotique, et la promotion de la synthese des
peptides antibactériens dans la cellule hote (Figure 49) (Zhang et al., 2011).
Récemment, Yagnik et al., (2021) ont étudié ’effet du VCP sur la multiplication de
deux souches bactériennes résistantes (Staphylococcus aureus résistante a la
méthicilline et Escherichia coli résistante a céfépeme et céfépem-enmetazobactame

combinés).
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Figure 49: Mécanisme d’action proposé selon Zhang et al., (2011).et Yagnik
etal., (2021)

Les mémes chercheurs ont montré par I’analyse protéomique, que les deux
bactéries traitées par le VCP sont dépourvues des enzymes clés de la réplication de
I’ADN, de protéines glycolytiques et respiratoires. Les protéines absentes aprés le
traitement par le vinaigre de pomme pour E.coli sont : les protéines ribosomales 30 s,
la sous-unité alpha d'/ARN polymeérase dirigée sur I'ADN, le facteur d'élongation TU et
G OS-E. coli, le formiate C -acétyltransférase 1 OS E-coli, la protéine chaperon, la
chaperonine OS E. coli 60 kDa. Les protéines absentes aprés le traitement par le
vinaigre de pomme pour S.aureus sont: le facteur d'élongation TU et la
phosphoglycérate kinase (Yagnik et al., 2021). L’absence de ces protéines montre
I’effet antibactérien de vinaigre de pomme. En effet, le passage des acides organiques
a travers la membrane plasmique des bactéries réduit le pH interne par la libération des
protons H* en induisant la protonation des macromolécules et une déstabilisation de la
membrane cellulaire (Figure 51) (Alakomi et al., 2000; Brul and Coote, 1999;
Hirshfield et al., 2003). D’autres études ont montré un effet antibactérien remarquable
du vinaigre de pomme en le comparant avec plusieurs détergents contre différents
microorganismes (AL-Salihi, 2019; Jiaet al., 2019). Le vinaigre de pomme en tant que
produit sain a été utilisé comme une boisson diluée. Ce bioliquide a montré ses

propriétés antifongiques contre Candida albicans spp. impliqué dans la stomatite
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dentaire (Mota et al., 2015). El-Sayed et al., (2019) ont montré également que
’utilisation de vinaigre de pomme a I’aide du systéme d’irrigation Endovac présente

des résultats prometteurs pour éradiquer Enterococcus faecalis (ATCC29212).

La consommation de vinaigre de pomme n’affecte pas les paramétres sanguins,
il n’a aucun effet sur les monocytes humains en culture méme apres 24h d’exposition
directe & des doses élevées (Yagnik et al., 2021). En effet, une augmentation de la
capacité phagocytaire des monocytes exposés au vinaigre de pomme a été remarquée
en présence de Staphylococcus aureus ou E.coli résistantes avec des proportions de
21,2% et 33,5% respectivement (Figure 51) (Yagnik et al., 2021). Ceci montre que le

vinaigre de pomme booste I’immunité contre les infections.

La régulation de la glycémie par le vinaigre de pomme est le résultat de plusieurs
interactions de ses composés actifs et les fonctions biologiques de 1I’organisme. L’acide
acétique en tant qu’acide organique majoritaire du VCP prouvait son pouvoir a réduire
la glycémie a jeun apres un repas riche en carbohydrates (Ogawa et al., 2000). De plus
I’effet hypoglycémiant du VCP a été évident quand il a été administré avec des
carbohydrates complexes, mais non pas avec des monosaccharides (Johnston et al.,
2010; van Dijk et al., 2012). Le contréle de I’hyperglycémie commence par I’inhibition
des enzymes hydrolysant les carbohydrates comme une premiere étape de traitement
du diabete. L’étude de ’activité inhibitrice de 1’a-glucosidase et 1’a-amylase du VCP
produit par deux techniques différentes constitue le premier pas de 1’évaluation du
pouvoir antidiabétique du VCP. L’inhibition de ces deux enzymes peut réduire
I’hyperglycémie postprandiale (Hirsh et al., 1997). Dans notre étude, le vinaigre de
cidre de pomme artisanal exerce un pouvoir inhibiteur remarquable sur les deux
enzymes ce qui contribue a la suppression ou l’interruption de I’hydrolyse des
carbohydrates comme approche de contrdle de I’hyperglycémie (Halima et al., 2016;
Kim et al., 2011). 1l a été prouvé que la méthode traditionnelle pour produire le VCP
fournit des produits de meilleure qualité grace a complexité en molécules bioactives
(Garcia-Parrilla et al., 2017). En outre, la régulation de la glycémie est étroitement liée
a la sécrétion de I’insuline et de son action sur les tissues périphériques. La
consommation du VCP réduit le taux sérique de I’insuline et augmente la sensibilité
des muscles squelettiques a son effet pour augmenter I’absorption de glucose par les
tissues périphériques (Mitrou et al., 2015). L’acide acétique améliore la

glycogenogénése en reduisant la glycolyse, retarde la vidange gastrique, inhibe
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’activité des disaccharidases et améliore la sensibilité a 1’insuline (Petsiou et al., 2014).
L’activation de la voie AMPK par I’acide acétique stimule le stockage du glucose sous
forme de glycogene, réduit la glycémie, augmente la sensibilité a I’insuline et diminue
la résistance a I’insuline en inhibant directement 1’expression génétique des enzymes

impliquées dans le métabolisme du glucose et des lipides (Sakakibara et al., 2006).

Les polyphénols sont présents dans le VCP & des proportions différentes,
I’analyse phytochimique du VCP nous a permis de détecter 32 molécules bioactives.
L’acide trans-ferulique, 1’acide ferulique, I’acide sinapique, I’arbutine, I’apigénine, et
I’acide trans-cinnamique se trouvent avec des proportions de 43.92%, 40.15%, 3.83%,
3.73%, 2.53%, et 1.83% respectivement. Ces molécules bioactives sont bien connues
pour leurs proriétés antioxydantes, antihyperglycémiques, antihyperlipidémique, et
antiinflammatoires (ahmadipour et al., 2021; Altindag et al., 2021; Giada, 2013; Wang
and Roper, 2014). La composition phytochimique varie selon le cultivar et la
méthodologie de production du VCP. Dans une autre étude, Kelebek et al., 2017) ont
trouvé que 1’acide chlorogénique représente environ 77% suivi de 1’acide gallique
(environ 12%), I’acide caféique (environ 7%), et I’acide p-coumarique (environ 2%).
L’étude menée par Bakir et al., (2016) montre que la catéchine est le composé actif
majoritaire avec une quantité de 2,4+0,1 mg/100 ml, suivi par I’acide gallique (0,8+0,4
mg/100 ml), I’acide caféique (0,4+0,01 mg/100 ml), et ’acide p-Hydroxy benzoique
(0,2£0,1 mg/100 ml).

Les polyphénols exercent leurs effets bénéfiques par le biais de trois
mécanismes d’actions jouant sur le pouvoir antioxydant de ces molécules
biologiquement actives. Ils ont la capacité de transférer (Dangles, 2020; Hu et al.,
2019) :

- Un atome d’hydrogéne a un radical libre pour le neutraliser et le rendre
inoffensif.

- Un électron stabilisant énergétiquement le radical libre

Le troisiéme mécanisme d’action est la chélation des métaux lourds qui ont des

effets toxiques sur la santé humaine.

L’un des composés actifs majoritaire du VCP est I’acide chlorogénique qui est
considéré comme un sensibilisant naturel a D’insuline, il potentialise 1’effet de

I’insuline, son effet est similaire a I’action thérapeutique de la metformine. Il inhibe
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¢galement 1’absorption du glucose au niveau intestinal (Welsch et al., 1989). L’acide
chlorogénique a un effet similaire aux incrétines en diminuant le taux sérique de peptide
glucose-dépendent insulinotrophique (GIP) et augmente le taux du glucagon-like
peptide-1(GLP-1) (McCarty, 2005). Le GLP-1 booste la production de I’AMPc dans
les cellules béta en activant un récepteur membranaire connu par son effet trophique
sur la fonction des cellules béta des ilots de Langerhans ce qui amplifie la sécrétion de
I’insuline dépendante au glucose. Ce qui peut inverser le dysfonctionnement des
cellules béta chez les sujets diabétiques de type 2 et par conséquent une diminution de
la glycémie (Drucker, 2003; MacDonald et al., 2002; Thorens and Waeber, 1993).
Récemment, I’effet préventif des molécules bioactives contre les complications induites
par un régime hypercalorique a été étudié par Laaroussi et al., (2020), ils ont montré
que I’interaction entre différentes molécules bioactives dont 1’acide gallique, I’acide
hydroxy benzoique, la catéchine, I’acide chlorogénique, et I’acide p-coumarique, inhibe
I’augmentation de la glycémie et le taux sérique de I’insuline due a la consommation
chronique du D-glucose et en suite la suppression des complications accompagnées de
I’hyperglycémie chronique. L’effet préventif du VCP résulte de I’interaction de
nombreux composés biologiquement actifs présents dans le vinaigre dont les

polyphénols et les acides organiques (Figure 50).
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Figure 50: Mécanismes d’action possibles du VCP contre les désordres
métaboliques et le stress oxydatif

L’hyperglycémie persistante s’accompagne de complications au niveau
hépatique. Donc le bilan hépatique est un marqueur important pour 1I’évaluation des
complications liées au régime hypercalorique adopté dans notre étude. L’administration
du D-glucose aux rats Wistar pendant 22 jours, montre clairement que ce régime
hypercalorique augmente les parameétres du bilan lipidique et des enzymes hépatiques
et réduit le taux du bon cholestérol (HDL). Le traitement simultané par le VCP améliore
les taux du cholestérol, des triglycérides, du LDL-c, et du HDL-c mais d’une maniére
non significative. De méme, le VCP rétablit significativement les taux normaux des
enzymes hépatiques. Nos résultats sont en accord avec d’autres études qui ont montré
que le vinaigre de pomme améliore le profil lipidique (Bouazza et al., 2016; Halima et
al., 2017; Setorki et al., 2010; Soltan and Shehata, 2012). Au niveau génétique, 1’acide
acetique contenu dans le VCP, inhibe les genes responsables de la synthése des acides
gras et active la voie MAPK en induisant la réduction du cholestérol, des triglycérides,
et du LDL par la régulation de I’expression du géne srebp-1 (Figure 44) (Fushimi et al.,
2006; Sakakibaraet al., 2006). Il stimule également la sécrétion de la bile et 1’oxydation
des acides gras et ainsi la réduction des parametres du bilan lipidique (Fushimi et al.,
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2006; Fushimi and Sato, 2005). De surcroit, le vinaigre de pomme contient un cocktail
de molécules bioactives comme I’acide trans-férulique, 1’acide férulique, 1’acide
sinapique, I’apigénine, et I’arbutine. Ces molécules bioactives présents dans le VCP
possedent des propriétés antioxydantes, hépatoprotectrices, et néphroprotectrices, en
agissant sur le statut du systeme antioxydant de defense (ahmadipour et al., 2021;
Altindag et al., 2021; Giada, 2013; Yang et al., 2018). D’autres chercheurs ont détecté
d’autres molécules majoritaires du VCP qui sont présentes dans notre échantillon a
faibles proportions comme I’acide chlorogénique, 1’acide protochatechique, 1’acide
vanillique, I’acide gallique, et 1’acide caféique qui sont les plus abondants et qui
interviennent dans le contréle du profil lipidique en inhibant I’installation du désordre
métabolique des lipides (Aykin et al., 2015; Du et al., 2020; Kelebek et al., 2017;
Mateos-Aparicio et al., 2020; Meng et al., 2013; Zhang et al., 2021). L’activité
antioxydante importante des molécules bioactives présentes dans le VCP inhibe la
peroxydation lipidique et par conséquent il y a diminution du cholestérol, du LDL, et
du malondialdéhyde (MDA) (Goldstein et al., 1979). Les molécules bioactives
contenues dans le VCP inhibent également I’accumulation des lipides par I’inhibition
de leur absorption et par I’activation du métabolisme des lipides au niveau hépatique
(Shimoda et al., 2006). La synergie entre les différentes molécules bioactives de
vinaigre de pomme a des conséquences bénéfiques sur la santé, ce qui explique ses

propriétés thérapeutiques exceptionnelles (Figure 50).

Le stress oxydatif se manifeste par une surproduction des especes réactives
d’oxygene et d’azote (ERO et ERA). Il est défini comme “’un déséquilibre entre les
oxydants et les antioxydants en faveur des oxydants, conduisant a une perturbation de
la signalisation et du contrdle redox et/ou des dommages moléculaires (Sies, 2015). Les
especes réactives interagissent avec toute une série de molécules biologiques
essentielles comme les protéines, les acides nucléiques, et les lipides membranaires. La

destruction de ces molécules induit différentes pathologies.

L’hyperglycémie chronique induit une surproduction des radicaux superoxydes.
Elle augmente les équivalents réducteurs de la chaine de transport d’électrons et le
potentiel électrochimique a travers la membrane mitochondriale interne. L’élévation de
la production du radical superoxyde inhibe directement ou indirectement 1’enzyme
GAPDH ce qui induit I’accumulation des produits intermédiaires glycolytiques

(Brownlee, 2005, 2001; Rodacka et al.,, 2010). La génération des ERO par
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I’hyperglycémie s’effectue par la stimulation de quatre voies : (1) ’augmentation du
flux de glucose a travers la voie des polyols, (2) la formation accrue des produits
terminaux de glycation (AGE), (3) I’hyperactivité de la voie de ’hexoamine et (4)
I’activation des isoformes des protéines kinase C (PKC) (Rains and Jain, 2011; Vanessa
Fiorentino et al., 2013). La surproduction des ERO constitue une situation de stress
oxydant lorsque les systemes de défense sont affaiblis par des agents stressant dont

I’hyperglycémie et le peroxyde d’hydrogéne qui ont fait I’objet de notre étude.

L’une des stratégies efficaces contre les agents stressants est I’utilisation des
produits naturels, grace a leur pouvoir antioxydant puissant pour neutraliser les
radicaux libres. Le vinaigre de pomme en tant que produit naturel posséde une activité
antioxydante remarquable (Bakir et al., 2016; Ozturk et al., 2015). 1l a été utilisé pour
neutraliser et/ou prévenir les effets néfastes induits par plusieurs agents stressants tels
que la nicotine, le diabéte, I’hyperlipidémie, et le peroxyde d’hydrogene (Bouazza et
al., 2016; Halima et al., 2017; Omar et al., 2015; Ousaaid et al., 2020; Tripathi et al.,
2020; Zou et al., 2018). Le stress oxydant se manifeste par la déstabilisation des
mécanismes impliqués dans le systeme de défense antioxydant via les enzymes
antioxydantes. La capacité des étres humains a lutter contre les oxydants est primordiale
pour rester en bonne santé. Les radicaux libres sont a 1I’origine de plusieurs pathologies
comme [’arthrite, le choque hémorragique, [’athérosclérose, le vieillissement,
I’alzheimer, la dysfonction gastro-intestinale... etc. En conséquence, les antioxydants

aussi bien endogenes qu’exogenes sont essentiels pour prévenir de telles maladies.

Des études ont prouvé que I’administration de vinaigre de cidre de pomme
possede un effet préventif contre le stress oxydatif induit par le diabéete sur des modéles
animaux (Juskova et al., 2011 ; Sakakibara et al., 2006; Shishehbor et al., 2008) et chez
I’étre humain (Gheflati et al., 2019), I’ovariectomie chez les souris (Naziroglu, 2012;
Naziroglu et al., 2014), le régime alimentaire riche en graisses (Bouazza et al., 2016;
Halima et al., 2017), le stress de contention chronique (Abdulrauf et al., 2018). Par son
pouvoir antioxydant, le vinaigre de cidre a diminué le taux de la peroxydation lipidique
au niveau du cristallin des rats ovariectomisés, de plus, il améliore ’activité de la
machinerie enzymatique impliquée dans le systeme antioxydant de défense (GSH-Px)
(Naziroglu, 2012). Ce qui peut prévenir les effets toxiques des ERO. En outre,
I’administration de vinaigre de cidre aux rats soumis a une hyperlipidémie a augmenté

les teneurs sériques des enzymes en systeme de defense antioxydant (SOD, GPx, GRx,
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et TAS) et a diminué le taux de TBARS dans le serum et au niveau hépatique avec des
proportion de 61.85% et 43.85% respectivement (Bouazza et al., 2016). La
neutralisation des radicaux libres s’effectue par I’intervention des enzymes de défense
endogenes comme la superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase, la glutathion
réductase et la catalase (Sies, 1994). Cette machinerie enzymatique constitue la
premiére ligne de défense contre les dégats induits par les radicaux libres. Des études
ont indiqué que les antioxydants exogenes peuvent inhiber et empécher I’étendue de la
peroxydation lipidique (Naziroglu, 2012; Naziroglu et al., 2014; Toualbi et al., 2020;
Zou et al., 2018). Nakamura et al., (2010) ont rapporté que le vinaigre de cidre booste

I’activité de la superoxyde dismutase.

Il en ressort que I’administration de vinaigre de pomme améliore les parameétres

sériques dont le profil lipidique, la glycémie, et le bilan hépatique et rénal.

Ceci est d0 a la richesse de vinaigre de pomme en polyphénols, en flavonoides,
en acides organiques, ainsi qu’en ¢éléments minéraux. Nos résultats montrent que le
vinaigre de cidre de pomme protége efficacement les tissus en particulier le foie et les
reins (Figure 46) contre les effets néfastes du stress oxydatif induit par le peroxyde

d’hydrogene.
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Conclusions et perspectives
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La pomme constitue une mine inépuisable des éléments biologiquement actifs
pour une diéte saine et équilibrée. Au Maroc, depuis des décennies, la pomiculture
constitue une source de revenu pour les populations des montagnes. Elle s’étend sur
une superficie d’environ 63000 ha et qui est en expansion continue gréace au plan Maroc
vert. La transformation des pommes au niveau des deux régions d’étude se fait grace a
la création de nombreuses coopératives agricoles dans le but de valoriser la culture des
pommes par la production des sous-produits comme le jus et le vinaigre de cidre de
pomme. Le VCP est le plus apprécié pour ses nombreuses propriétés culinaires et
thérapeutiques. La valorisation et la standardisation de ce produit local peut renforcer
I’attention porté aujourd’hui aux produits de terroir en les projetant dans la sphere
marchande avec une forte identité en se basant sur les résultats obtenus dans la présente

étude.

Pour répondre aux objectifs sur lesquels on s’est focalisé dans ce travail de
thése, nous nous sommes intéressés dans un premier temps a mener une étude
ethnopharmacologique de vinaigre de cidre de pomme afin de connaitre la productivité
du VCP par les coopératives des deux régions et aussi pour mener une enquéte aupres
de la population pour savoir comment le VCP est utilisé et dans quels buts. L’enquéte
ethnopharmacologique sur les utilisations de vinaigre de pomme a été menée dans la
région de Fés-Meknes et la région de Deraa-Tafilalet, dans un but de recueillir et de
préserver le savoir-faire ancestral de la population locale pour les générations futures.
Le VCP est utilisé pour le traitement de plusieurs affections. Sur 1’ensemble des
affections traitées par le vinaigre de pomme, le désordre du tube digestif et les affections
de la peau représentaient les maladies la plus répondues.

Nous avons par la suite procédé a la caractérisation de la matiere premiere du
vinaigre de pomme a savoir les deux variétés de pommes le Golden délicious et le Red
délicious considérées comme les variétés les plus prédominantes dans les deux régions
d’étude, la région de Deraa-Tafilalet et la région de Fes-Meknés. Il en ressort que ces
deux variétés de pomme possedent des caractéristiques physicochimiques et
phytochimiques intéressantes, ainsi qu’une bonne activité antioxydante. L’analyse des
résultats obtenus des differents échantillons de pommes révéle une grande variabilité
des parameétres étudiés selon I’origine géographique et la variéte de la pomme. Les tests
de la quantification des antioxydants ont révélé que les variétés de pommes utilisées

dans la fabrication de nos échantillons de VCP présentent des activités antioxydantes
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remarquables avec des teneurs élevées en molécules bioactives notamment les
flavonoides. La pomme constitue en effet une source importante en molécules
bioactives qui se trouvent dans le VCP, une fois produit a partir de ces pommes, et qui
lui procure son remarquable pouvoir antioxydant. La technique de production de VCP
a un impact considérable sur la teneur en molécules bioactives ainsi que I’activité

inhibitrice des enzymes 1’a-glucosidase et I’a-amylase.

Par la suite, notre projet s’est focalisé sur la caractérisation physicochimiques,
phytochimiques, ainsi que les activités antioxydantes des echantillons du VVCP collectés
dans différentes stations au niveau des deux régions d’étude. Ce travail révele que nos
échantillons du VVCP contiennent des teneurs élevées en polyphénols et notamment en

flavonoides et ils possedent ainsi, des activités antioxydantes élevées.

Nous avons également déterminé dans ce travail de thése le pouvoir
antibactérien de nos différents echantillons du VCP, qui montre clairement que nos
échantillons possedent une activité antibactérienne importante, notamment
I’échantillon S2 originaire de Midelt qui a donné un diametre d’inhibition allant jusqu’a
27.65mm pour Staphylococcus aureus. L’activité antibactérienne de nos échantillons a
montré une efficacité élevée en éradiquant tous les germes testés. L’analyse de la
composante principale a révélé qu’il y a une relation étroite entre la teneur en molécules
bioactives a savoir les polyphénols, les acides organiques (I’acidité), et le pouvoir
antibactérien. Le VCP peut étre utilisé comme un solvant écologique avec un pouvoir

extracteur remarquable.

L’analyse par UHPLC du VCP a permis d’identifier la présence d’un cocktail
de molécules bioactives comme les acides hydroxycinnamiques principalement I’acide
trans-ferulique, I’acide ferulique, et 1’acide sinapique, et des flavonoides comme

I’arbutine et ’apéginine.

Le pouvoir antidiabétique, le pouvoir antihyperlipidémie, et I’effet antioxydant
chez les rats Wistar ont été élaborés en les soumettant a un régime hypercalorique ou a

I’eau oxygénée.

Le pouvoir antidiabétique de nos échantillons du VVCP a été teste sur un modeéle
animal (les rats Wistar males et femelles) rendu diabétique par un régime
hypercalorique pendant 5 semaines. L’administration du vinaigre de pomme aux rats

inhibait I’installation du diabéte chez les deux sexes. Le régime hypercalorique
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induisait un désordre métabolique par I’élévation des biomarqueurs sériques comme les
enzymes hépatiques, 1’urée, la créatinine, la glycémie, le profil lipidique, et les
¢lectrolytes sanguins. Il en ressort de ce travail que ’administration du VCP rétablit le
désordre provoqué par un régime hyperglycémiant a des valeurs presque normales

comparables au groupe controle.

Notre travail a été achevé par 1’étude du pouvoir antioxydant de vinaigre de
pomme sur le modele animal contre la toxicité induite par le peroxyde d’hydrogéne.
L’¢étude s’¢étalait sur une période de 22 jours, les rats traités par le peroxyde d’hydrogene
montraient une augmentation des taux d’enzymes hépatiques, de 'urée et de la
créatinine. En revanche, le traitement simultané par le VCP a diminué les taux des
enzymes hépatiques et de la créatinine par rapport au groupe normale, par contre, le

VCP n’a aucun effet sur 1’urée.

La continuité des études sur le vinaigre de cidre de pomme est souhaitable

pour approfondir les recherches sur plusieurs niveaux :

- Détermination de la composition chimique de différents échantillons et
éléments majoritaires responsables des effets thérapeutiques.

- Elucider le mécanisme d’action qui explique le pouvoir antibactérien de
vinaigre de cidre de pomme en élargissant la gamme des souches
microbiennes testées.

- Elaboration de nouveaux protocoles expérimentaux pour évaluer les effets
bénéfiques de vinaigre de cidre de pomme sur les maladies cardiovasculaires
I’hypertension artérielle, 1’athérosclérose, 1’agrégation plaquettaire ...), le
cancer, certaines allergies, I’asthme. ..

- Le VCP possede des propriétés averées qui permettent de renforcer le
systeme immunitaire, d’¢liminer les mucosités et de réduire I’inflammation,
donc c’est judicieux de voir son impact sur la prévention et la guérison de
certaines maladies virales, comme ce que nous vivons depuis ces deux
dernieres années, la pandémie du Covid 19.
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Figure 53 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par le VCP artisanal et
le VCP industriel.

= 100-

Q) —~— 31
= ~ —

S 804 / == - 352
= S3
< 601 / S4
= S5
gﬂ 40- r// o 86
S 204 - S7
1

=

& 0 -

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25
Concentration (uL/mL)

Figure 54 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH de différents
échantillons du VCP
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Figure 55 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH de différents jus.
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Figure 56 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par différents extraits

éthanoliques des deux variétés de pomme.
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Figure 57 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par différents extraits
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Physicochemical properties and antioxidant activity of two
varieties of apple cultivated in different areas in Morocco

Driss Ounzxaid *-°, Ismail Mansouri 2, Hassan Laaroussi !, Badiaa Lyouss *, and Dham F1 Arabi !
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Abstract: This smdy aimed to assess the effect of climate on the crzaneleptic qualities and phytochemical
properties of two varieties of apple (Golden delicious (GDY) and Red delicious (D)) collected from different
regions in Morooco. These two varieties of apple were examined for their bioactive compounds composition and
antioxidant activity {In juices and different extracts). For physicochemical parameters, the highest acidity was
observed in Golden deliciows collected fom station 1, which was the juiciest sample. Bioactive substances
combent was dependent on variety and station, while the highest polyphenol content was observed in Golden
delicious collected from station 2 (135.41=6.66 mz GAE/100 mL of juice) and most top favonoid confent was
observed in Red delicious collected from station 1 (7.43=0.13 mz QEQM ml of juice). Furthermore, Rad
delicious collected from station 2 was the most effective in chelating the radical DPFH (IC50% = 0.92+0.01 pL
of juice), and Red delicions collected from station 1 has the highest total anticeddant activity (2.47+0.02 mg
AAEN0 mL of juice). The present work showed that the sipmificant diversity in the different smdied parameters
of the apple cultivars was closely linked with the characteristics of the station, such as geopraphy and climate.

Eeywords: Golden delicions; red delicious; apple juice; anticxidant activity; polyphenols; flavomoids.

1. Introduction

The importance of fuits and their byproducts for
buman health canmet be overstated Fruits are
considered an essential part of the daily diet and are
mﬁgh@uﬂdh&mﬂs&tb&]matﬂlﬂaﬂ
diet ' Frniumaniunhmsﬁhksmteufbimcme
constiments =, Apple serves as a sowce of different
dietary phytonomients, which possess many
pharmacolopical properties suwch 25 anfoxidant,
antimicrobial, anti-inflammatory, antidisbetic .

The daily consumption of sapples can play a role in
as cardiovasoular disease, cancer and disbetes '
Apples are one of the best sowces of bioactive
compoundds Y. Several shdies comelated the
bicactive compounds with  health-protective
activiies **%°. In the last decades, bicactive
compounds earmned remarkable attention for their
biological activies '©

Apples are conprised of several biolegically active
substances, such as carbohydrates, fiber, vitamine,
mmmmmmm
and anthecyanins

*orrarpondmg author: Driss Ousaaid
Email address:

uraadriE el com
DOI: hitp-//d= doiore/10.1317 Limic 1 0400004271 38040
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However, gzeoeraphical conditions infloenmce the
content of some of these bicactive substances
content in fimits. In Morocco, the aspple cops
constitnte 8n important source of income for the
Moroccan  populations D mountsinous — areas.
Geographical localization of Morocco offers a
complete ranme of Mediterranean bio-climates
fvoring the development snd froiting of different
apple varieties *°. The apple tree currently occupies
an area of about 63000 hectares and rapks as the
secomnd among the cultivated rosacea, afier the
almond free, according to statistical forecasts
reported by Sellika . Products based on apple are
vinegar. The transformation of apples, unforiunately,
remains weak of even absent in Morooco '©.

This rmesearch aimed o assess the proximate
of two varieties of apple cultivated in different areas
im Mormocoo as well as the possible impact of
pedoclimatic conditioms on bipactive compoments
composition of fiits.
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Phytochemical Content and Antioxidant Activity of Flesh Fruits

Rosa canina Extracts Collected

Driss Dusaaid', lsmal Mansour?®, Hassan Laaroussi',
Asmae EiGhoui®, Badiaa Lyoussi’, llham ElArabi’

ABSTRACT
Rosa canha L. Is a rich finuit on bicaciive substances which provides

from Ait Ayach Midelt

10.18B05/LIARe A-494

them wim high anfaddant potential, IKe phenolic acids, Navonolds,

condensad tannins. The aim of this siudy was o estimate and characterize the phenolic condent, flavonalds content, condensed
tannins content ootained from rose hips frults In Nive exiracts (water, 50% wiv ethanal, 70% wv efhanol, B0% wv methanal, apple
winagar) to eamine thelr antioddant acivity by two relfable methods: Total antkeddant activity and DPPH. Surprisingly, In our resuits,
ihe highest polyphenol, avonakds content and condensad tannins was obsarnved In Negar extract 55,5121, 16 mg GAER ow, 22,15:0,45
mg GEiy dw, 12,370,156 mg AAEY dw respeciively. Furtharmore, the vinegar exract was the most effective to chelating the radica
DPPH [IC50% = 0,336+0,00500), and have the highest total antioddant activity (7,58:0,19mg AAENg dw). The cument ressarch
showed that the vinegar was more effective than the methannl, ethanal, water for polyphenols, Aavonoids, tannins exdraction.

Key words: Antioddant acihity, Condensed tannins, Flavonolds,

INTRODUCTION

Rosa caning disinbuted natively in Europe, Asia, the Middle
East and Morth America and fit to numenoars sod and dimates
(Milson, 1887).

Know in Morocco in Midelt area under the wulgar Berber
name "Tabgha”, this plant has several therapeutic virtues,
its leaves are used in traditional medicine by the population
of this region fo treat erectile dysfunction, stomachic (by
decoction), and against headaches, fall amrest (powder)
{Benlamdmni ef al 2014). Common preparations of rosehips
inchede wine, juice, tea, jam, jelly and sometimes blended
with salmon dry eggs (Moeman, 2002). The fruits of this
plant are a precious source for the food industry and
pharmaceutics. In the course of last decade, rosehips eamed
interest more because they contain compounds which ane
known to have several anti-oxidant properties, anti-
murtagenic, and anti-carcinogenic (Tumbas ef al. 2012). The
rosehips have been used for the prevenBion and treatment
of colds, flu and diabetes in many European countnes
{Chnubasik ef al 2008). in Bulgaria rosehips are generally
used as an infusion (Taneva ef al. 2016). the jice and the
aqueous extract of the fruits of the eglantine have an
exceptional antioxidant activity (Demir ef al. 2001). The
powder of the fruits of the rose hip can support the longevity
of the skin and of cells by mechanisms implicating
polyunsaturated fatty acids, support of collagen, anti-ooddant
properties and ani-nflammatory (Phetcharat ef all 2015).

The fruits of the eglantine are well known for their high
polyphencl content (Campos-Vega ef al. 2013), these
compounds constitute an important class of known natural
antioxidants that exhibit vanous important physiological and
biclogical propertes in vive and in vitre (Campos-Vega et
al. 20110; Shahanas ef al. 2019; Sona ef al. 2016). The
antioxidant activity of Riosa Canina fruit extract has been
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Polyphenols, Rosa canina.
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documented in several siudies (Roman ef all 2013; Esoy
et al. 2015; Taneva ef al. 2018; Murathan et al. 2018)

Of more the composition of the frulls of Rosa Canina is
affected by soil and geographical factors, where from comes
the objective of the present study, which aims at
characterizing the wild fruit of Ross Canina which dewelops
naturally in the region of Midelt by determining the contents
of polyphenols. flavonoids. condensed tannins, anticeddant
activity, using diffierent organic solvenis and apple vinegar
like bio solsent.

MATERIALS AND METHODS

Extracts preparation

The biclegical material of this shudy consists of Rosa Camina
fruit bearing interest on the peel, these fruits are harvested
in Movember 2016 in Ait Ayach (Zhira). Rural commune
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Vinegar is a natural product rich in bioactive compounds sach as phenols, favonoeids, and organic acids. Several fotors affect
the quality of vinegars such as apple origin, environmental conditions, production methods, processing, and storage con-
ditions. We investigated the quality of apple vinegars as well as their physicochemical properties and the antioxidant and
antibacterial activities of vinegars collected from different areas in Moroco. For physicochemical properties, the outcomes
showed the following valoes: pH (3.18-3.83), dectrical conductivity (2.1 1-2.90), acidity (0.24-5.6), Brix (3.25-6), and density
{1.0123-1.0333). The polyphenols content of samples was 6891 mg AG/1M0mL in sample 56 as the minimum value and
147 54 mg AG/100 mL in sample 52 as the maximum value. The best ability to scavenge the DPFH radical was observed in
sample 53 (12, =0.45+ 00 3glimL). Sample 52 showed moderate antihacterial effect against microorganisms tested with
MICs ranging from 0.78 gl/mL to 1.125ulimL and with a diameter of inhibition ranging from 1565 mm to 27.65 mm. In
addition, a strong comelation was observed between the antibacterial activity of vinegars and physicochemical parameters (pH
and total acidity). These outcomes have shown that our vinegar samples are an excellent source of hinactive compounds with

potent antioxidant and antibacterial potentials.

1. Introduction

Apple vinegar is an important source of therapeutic mol-
ecules. It is known for its antibacterial and antioxidant
activities as it contains significant amounts of bioactive-
derivate compounds which play a2 major role in the treat-
ment of bacterial infections [1-3].

Vinegar has a long history in Moroccan folk medicine;
it has been used as a food condiment, as a preservative
agent to maintain food color and guality, it is also used as
an ingredient to remove odors, and, sometimes, as a
healthy drink [4, 5]. In addition, vinegar has various
binlogical properties such as antidiabetic and antioxidant
antimicrobial effects [6-8]. It possesses an antibacterial
property due to its content of organic acids, mainly acetic
acid [9]. Many organic acids are found naturally in apple

vinegar in moderate concentrations which have no side
effects on the health of consumers [9-11], such as acetic,
lactic, ascorbic, citric, malic, propionic, succinic, and
tartaric acids. Moreover, several studies have shown that
organic acids destroy the outer membrane of bacterial
cells, inhibit macromolecular synthesis, consume energy,
and increase intracellular osmotic pressure of bacteria
[12].

To our knowledge, no previous study aimed at a
detailed characterization of Moroccan vinegars. There-
fore, the main objective of this work was to investigate
the physicochemical proprieties, the phytochemical
content of apple vinegars purchased from different re-
gions in Morocco, and their antioxidant and antibacterial
activities for better evaluation of the guality of our
vinegars.
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The main objective of this study is to determine the dfects of apple vinegar on the metabalic changes caused by hy percalosic dietin
Wistar rts. Apple vinegar was fist amlyzd to find out the total addity, the polyphenolic and fhvonaid contents, the il
antioxidant ng)ﬂu:n'p.:ﬁ the free rdical savenging activity. In vive study on adubt male and female Wistar rats was conducted
by administering a drink contrining either 10% D-ghunes or water (control) for five weeks. Apple vinegar is sdministered daily
by gavage (2mLkg) to ras kd D-glucose for 5 weeks. The mesults showed that the polypheolic content in apple vinegar was
14802 & 10. 16 mg GAE/100 m1, flavonoid content was 2293 + 0.73 QE/100 mL, and ol antioxidant apacity was 13.4 £ 047
mg AAE/ 100 mL Free radical Iy, apple vinegar savenging activity (DPPH) was 0.74 £ 0. 154 gléml. The total acidity was
{3.24.£ 0,02 mg AAF/100 mL). The treatment during five weeks with D-glucose leads to increased plasma ghicose, lipid prodile,
hepatic enzyme levels, unea, and cretinine Simuitneows treatment with apple vinegar improves the parameters studisd. Thess

results clearly show that ﬁ:vﬁu}pmmm*qur @n reduce the rise in blood mprmﬂhpdwnﬁk:rﬁndh‘p
hypercaloric dist in mts. Thersfore the we of apple vinegar would have a very beneficial effect in the prevention of menhalic

disnrders cansed by high-caloric food.

1. Introduction

Traditionally, the mle of diet has been to provide the energy
and essential mutrients to support differest phiysiological
functions of the boady. However, over the years, the role of
diet bas changed; food b increasingly called upon to provide
physlological benefits in terms of management and disease
prevention [1] The changes in lifestde food (fast food,
increased caloric comsumption, stored food, and physical
inactivity), among others, are key elements facilitating the
installation of the metabolic disorders and the anset of mamy
pathologles. Our current Beding is therefore represented by
sgnificant carbohydrte contdbutlons. The increase in sugar
consumption 15 reluted to the accentuation in the prevalence

of obesity and insulin mesistarce predisposing to type 2
diabetes [2].
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The hypercaloric diet (HCD) isthe prin ipal factor which
cases the development of metabol ic risk factor of cardiovas-
cular diseases, hypercholeste olemia, hypertenson, hyper-
glycernbs, type 2 disbetes, and some cancer types [3-5]
Investigations have shown that chronle ghweose Eeding
induces hypertension, Insulln resistance, hyperglycemia,
and higher vascular oxldative stress [6-9].

Hyperglycernia is often associated with sedous complics-
tions such as lpid profile alteration, insulin reslstance, liver
toxlclty, remal dysfunction, retinopathy, and candiovascular
diseases [10, 11]. Effective methods to reduce the onset of
diabetes indlude the control of postprand il hyperglycemia,
hyperliplderta, and the inhibliton of Upld and cadbohydrate
hiydeolyzing eraymes [12]. This hyperglycenmla represents
key factor for the development of cxldative stress and reac-
thve oxygen species (ROS) [13].
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Résume-

Le vinaipre etait connn par la plupart des anciennes erviliszhons. 11 est uhhsé
comme condiment, comme agent de conservation ow, dilué dans 'eam
comme bowsson Ce broprodut est obtenu exclusivement par procéds
biotechnologique d'une double formentaton (aleochque et acshgue) de
liqmdes ou d’autres substances agncoles. Dans notre etude on 5" intéresse a
trois vimaigres de cidre produits 3 partir de trois vanetss de pomme - VCP1
(RedDéliviouz) VCP2 (mélanges de trois vanstés RédDéliciouz+ Golden
Délicious—starkrimson) et VCP3 (Golden Délicious). Les résultats
d'analyses de quelques parametres physico-chimigues ef hochimigues
montrent que les vinaipres étadiés se caracténsent par un pH acdes, des
teneurs importantes en matiéres séches, une conductivite électngue éleveés et
une forte concentration en sel minéraux avec une prédommance de K dont
le tanee mavmal (41,86 mgT) se trowve dans la vanété de vinaigre VCP2. La
présente étude révéle ézalement une tenenr en acidité tofale de 4,3 5+0,69%
pour la vanété VCPL. La teneur la plus éleveée en polyphsnols de 1'ordre de
2022005 mg EAGT. est déterminée chez la vanéts VCPl et celle de
I"activité anfioxydante est de 'ordre de 194842 01 mg EAA/mI chez la
méme vaneté de vinaigre VCPL

Motz clez: Vmaime de cidre de pomme polyphencls totamx, activite
antoxydante fotale, parameétres physicochimiques, Midalt

Study of physico-chemical parameters and antioxidant
activity of three traditional apple cidre vinegars from three
apple varieties of the Midelt area in Morocco
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‘This study was designed to assess the antimicrobial potencies of apple vinegar against pathogenic microbes. The acidity and total
phenalic content were carried out by titration with MaOH 0.1 M and the Folin—Ciccalten method, respectively, while the spread
plate method, agar well diffusion, and MIC assays were usad to determine the antimicrobial activities of different vinegar samples.
Acidity and phenolic content were dependent on the variety, where the highest values were observed in 52 with 4.02 + 0.04% and
1.98 = 0.05 mg GAE/mL for acidity and total phenalic content, respectively. The spread plate method revealed that samples 51 and
52 obtained from the Red deficions varety and Golden delicious variety, respectively, inhibit the growth of all tested strains, while
53 obtained from different varieties and 54 oblained from the Gala royal variety inhibit only two microbes (Escherichia coli and
Vibrio cholerae). Sample 51 presented moderate antimicrobial effect against all examined strains with a diameter of inhibition
ranging from 11+0.7 o 192 0.5mm and with MIC values ranging between 1/2 and 17100 The indings of the corrent study

confirm the ussfulness of apple vinegar as a matural sanitizer that inhibits the growth of pathogenic microbes.

1. Introduction

The development of different methods used to produce food
produdts is closely related to the reduction of infections
caused by microorganisms. Moreover, food-borne epi-
demics continue to be 3 major public health problem. The
profuse use of chemical antibacterial agents is harmful to
human health and enhances the incidences of dreg-resistant
pathogens [1]. MNatural products are healthy and safe
products that offer antimicrobial effects and antioxidant
properties simultaneously [2, 3].

Apple vinegar provides several pharmacological effects,
for instance, antidiabetic effect [4-6), anti-Akheimer effect
[7], and antioxidant properties [1]. In addition, the ad-
ministration of apple vinegar controls body weight gain and
enhances glucose tolerance [8). In experimental trials, the
ability of apple vinegar as a natural product has been proved
against human pathogens [9]. Thereafter, the sanitizing
properties of vinegar have been reviewed in several studies.

They reported that apple vinegar has an inhibitory effect
apainst different bacterial strains such as Sta@phylococous
aurens, Staphplococcus epidermidis, Stapiylococous pyogenes,
Enferococcus faecalis, Streplococcus preurmonise, Pseudo-
monas aeruginoesg, Pseudomonas finorescens, Escherichia coli,
Salmrowella typhi, Enterobacter aerogenes, Klebsiellm preu-
moniae, Protews mirabilis, Protews valparis, and Acimeto-
bacter [10, 11]. The remedial properties of apple vinegar are
ascribed to its organic acids and its bioactive substances. It
has been shown that organic acids pass into bacterial
membranes which increases the synthesis of antimicrobial
peptides, increases intern osmotic pressure, stimulates the
consumption of energy, and sabotages macromolecular
synthesis [12]. In addition to organic acids, apple vinegar
contains other binactive compounds that proved their an-
timicrobial potencies such as phenolic acids and flavonoids
[3, 13-17].

In this vision, the present study was designed to de-
termine the acidity and the phenolic content of different
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