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I ntroduction

A I’origine, la nature constituée d’étres végétaux, servait d’alimentation aux animaux
et aux hommes peuplant la terre. Mais a coté de cette fonction nutritionnelle, I’homme
découvrit bien d’autres fonctions que pouvaient lui procurer les plantes, notamment le
pouvoir de guérison. En effet cette faculté de guérison des plantes fut connue longtemps de
nos ancétres depuis les temps reculés. Elle deviendra plus tard la médecine traditionnelle
avec toutes les avancées notoires qu’on peut lui attribuer.

L’homme est toujours émerveillé par la beauté de leurs couleurs, laforme de leurs
fleurs ou de leurs fruits. 1l les considére comme des compagnes fideles vers lesquelles il se
retourne en raison des bienfaits qu’elles procurent et pour leur grande utilité, ce sont de
vraies panacées et de véritables pharmacies naturelles (Beloued, 1998).

On a longtemps employé des remédes traditionnels a base de plantes sans savoir a
quoi étaient dues leurs actions bénéfiques, il est difficile de définir les molécules
responsables de I’action pharmacologique (Bahorun, 1997).

Actuellement plus de 80 % de la population africaine ont recours aux drogues faites
essentiellement de matiéres végétales qui poussent autour de leur ville. En plus dans le
monde, prés de 25% des prescriptions sont a base de plantes et 60 a 70% des
médicaments antibactériens et anticancéreux sont des substances d’origine naturelle
(Diallo, 2005).

Pour le besoin de la présente étude, nous avons choisi I’Elaeagnus angustifolia
parmi les plantes médicinales qui est le moins fréquemment employé dans notre pays a
cause de I’ignorance de sa valeur nutritionnelle et médicale. Les extraits de cette plante
médicinale sont utilisés traditionnellement contre une multitude de maux et notamment
comme antipyrétique, anti —neuronociceptive et anti-diarrhéique.

Les études récentes soulignent des propriétés curatives (anti-inflammatoire, anti-
ulcérogénique) (Ahmadiani et al., 2000 ;Girbiz et al., 2003)

Notretravail s’inscrit dans le cadre d’une contribution & une meilleure connaissance
de cette plante médicinale de larégion des Aures et de découvrir certains constituants
chimiques et I’étude de certaines activités biologiques de ce fruit et I’utilisation des extraits

naturels ala place des antibiotiques.



Dans cette présente étude, nous avons fixé les objectifs suivants :

@ Analyses qualitative et quantitative du contenu en polyphénols, flavonoides et
tanins des différents extraits aqueux et organiques du fruit de I’Elaeagnus
angustifolia,

@ Etude de I’activité antimicrobienne des différents extraits de ce fruit.

@ Etude du pouvoir antioxydant des différents extraits.
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Chapitre | Généralités sur | ’espéce Elaeagnus angustifolia

1. Etymologie

Le mot Elaeagnus vient du grec elaios, olivier et agnos, qui désigne le gattilier ou
agneau chaste (vitex agnus-castus). Ce nom a été donné a la plante par Karl Von hinné en
1753, les grecs anciens désignant par elaeagnos, le saule (Jacamon, 1992).

Elaeagnus, nom de genre du chalef ou de I’olivier de Bohéme (Elaeagnus angustifolia)
et d’espéces voisines, désignant en grec un arbrisseau (Couplan, 2000).

Angustifolia veut dire, a feuilles étroites (Jacamon, 1992)

Chalef vient de « Kalef » qui désigne un saule en arabe. En effet, les feuilles du chalef
ont la forme de certaines espéces de saules (Brosse, 2000).

2. Origine et historique

L’olivier de Bohéeme est originaire de plusieurs régions, sud de I’Europe, centre de
I’Asie et Himalaya (Bailly, 1994).

Actuellement, on le rencontre dans 17 états dans I’Ouest des Etats-Unis, bordées de
I’Est Djakarta, Nebraska, Kansas, Oklahoma et Texas, et a connu une expansion de |I’Ouest
versle littoral du pacifique (Tesky, 1992).

En premier lieu cultivé en Allemagne en 1736, I’olivier de Bohéme a été introduit aux
Etats-Unis en 1800, et a é&é planté comme un ornemental. Le servie de la conservation du sol
américain a recommandé I’utilisation de I’olivier de Bohéeme comme brise-vent (Bailly,
1994).

3. Description botanique
Elaeagnus angustifolia porte le nom vernaculaire d’olivier de Bohéme car il rappelle
I’olivier par son port et son feuillage argenté.

C’est un arbre ou arbrisseau de 2 a 12 meétres, parfois épineux, ses feuilles caduques de 4
a 8 cm de long a la fois proches de celles des oliviers, sont éroites, linéaires, d’un vert
grisétre sur le dessus et d’un gris écailleux argenté au revers. Les fleurs sont jaunes et trés
parfumées. Les fruits ovales, jaunétres ou rougeétres, sont comestibles et a chaire farineuse
ont une saveur doucedtre, mais sucrée (Poletti, 1987; Allain, 1988 ; brosse, 2000; bock,
2008).

L’écorce brun foncé; luisante, lisse puis gercure écailleuse (Gloaguen,
1982 ;Dzhangaliev et al.,2003). Son bois léger, assez cassant (Rol, 1965; Jacamon, 1992).

Les rameaux couverts d’écailles argentées, brillantes, ramilles épineuse, ainsi que des

bourgeons assez rarement transformés en piquants (Rol, 1965; Baussard et Cuisance, 1984)
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Elaeagnus angustifolia est une espéce strictement calcifuge, qui supporte bien la

secheresse mais peut souffrir des grands froids (Brosse ,2000).

Figure 1. Fleurs de I’Elaeagnus angustifolia Figure 2.Fruits et feuilles de | ’Elaeagnus
(Muzuka, 2005) angustifolia (Muzuka, 2005)

4. Répartition géographique
Dansle monde

Elaeagnus angustifolia est I’'un des espéces appartenant au genre Elaeagnus
(Elaeagnaceae) qui sont souvent distribués dans les régions nord d’Asie jusqu’au I’Himalaya
et I’Europe (Ahmadiani et al., 2000).

Selon Brosse (2000), cette espéce se développe dans I’altitude tempérée. Elle est
distribuée es Asie (Japon, Chine), en Amérique du Nord (Etats-Unis) et dans le bassin
méditerranéenne, Elle est aussi substantielle dans tous le Sud de I’Europe (Emil et al., 1997)

En Turquie, cette plante est largement cultivée. Pour ses fruits comestibles en centre et
I'Est d’Anatolie (Ayez et Bertoft, 2001).

Selon Poletti en 1987, cette espéce est spontanée, mais peu fréquente, qui pousse dans le
bassin de la Méditerranée sur les pentes bien exposées au soleil.

En Algérie

En Algérie, I’Elaeagnus angustifolia est subspontané et cultivé comme un ornement des
bords des routes ( Somon ,1985). L olivier de Bohéme se localise en Algérie surtout dans les
hauts plateaux .I1l a été introduit et planté systématiquement aux emplacements suivants:
Djelfa, Biskra, Relizane, Mascara et le Sud de Tennes et de Cherchelle (Journal d’agriculture
tropical et de botanique Appliqué, 1958).
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Dansles Aures

L’olivier de Bohéme est subspontané suivant les régions qui sont portées sur la carte :
Ain —Touta, Barika, Tazoult et Ouled — Fedhalah. Il est utilisé spécialement comme brise,
cléture de jardin et de fermes (DSA, 2004).

WILAYA BE BATNA i

e rﬁnm AT T
—— [} hh

T ioted D

Figure 3 .Répartition de I'olivier de Boheme dans larégion des Aurés (DSA, 2004)

5. Place dansla systématique
Selon Guignard (1998) et Bock, (2008), I’Elaeagnus angustifolia est classé comme

suit :
Regne __, végéd
Embranchement 5 spermaphytes

Sousembranchement ____ ,  angiospermes

Classe —» dicotylédones

Sous classe —— diaypétales

Série , cdciflores

Ordre , Elaeagnales

Famille » Elaeagnaceae

Genre , Elaeagnus

Espéce __ , FElaeagnusangustifolia
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6. Composition biochimique du fruit de I’espéce Elaeagnus angustifolia
6.1. Composition en métabolites primaires
6.1.1. Glucides

En Turquie, une éude est menée pour quantifier par HPLC et identifier par
chromatographie en phase gazeuse des sucres solubles et montre que les sucres prédominants
quantifiés sont le fructose (27,1% MYS) & le glucose (22,3%MS) alors que le saccharose n’est
pas détecté (Ayaz et Bertoft, ,2001).
Tableau |I. Composition en glucides dans le fruit de | ’Elaeagnus angustifolia (Ayaz et

Berfort, 2001)

Glucides | Laconcentration par rapport la matiére seche en%

Fructose 27,1+1 ,28
Glucose 22,3+1,13
Saccharose Trace

Par ailleurs, le glucose et le fructose sont considérés comme les sucres les plus
importants pour la détermination de la qualité des fruits et Iégumes (Ayaz et a ., 1999).

Une étude récente réalisée en Algérie a révélée que la pulpe du fruit de I"'Elaeagnus
angustifolia contient les sucres solubles avec une teneur de 17,01% et 13,50% pour les sucres
réducteurs (Saadoudi, 2008).

6.1.2. Protéines et acidesaminés

Les fruits de I’Elaeagnus angustifolia .sont riches en proténes dont la teneur peut
atteindre 10, 6% (Dzhangaliev et al, 2003).

Une étude menée sur les protéines et les d’acides aminés a montré que les graines de
I'Elaeagnus angustifolia contiennent 42% de proténes avec dominance dans leur composition
de I’acide glutamique et I’arginine (Bekker et Glushenkova ,2001).

6.1.3. Lipides

Selon les travaux de Kusova et Luk ‘yanchikova(1989),Goncharova et
Glushenkova(1996), Goncharova et Glushenkova (1997), le fruit de | ‘Elaeagnus angustifolia
renferme les acides gras suivants: I’acide palmitique Ci6:0 (4,4%) I’acide palmitoléique
Ci6 :1(1,9%), I’acide linolénique Cis:3 (12,2%), I’acide stéarique Cis:0 (1,4%) et I’acide
linoléique Cys :2 (52,2%).

Le contenu en lipides dans les différents organes de I'Elaeagnus angustifolia est

représenté dans le tableau suivant.
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Tableau I1. Contenu des lipides dans la plante Elaeagnus angustifolia
(Extrait de Bekker et Glushenkova ,2001).

Organe le rendement deslipidesen %
Graines 3,5-26,0

Le péricarpe 0,8-1,2

Feuilles 1,4-95

Fleurs 3,0

Les graines de I’espéce Elaeagnus angustifolia renferment sept constituants:
phosphatidylcholine (52,1%), phosphatidyléthanolamine (16,4%), phosphatidylinositol
(19,2%), phosphatidyl acides (3,5%), N-acyl-phosphatidyléthanolamine (1,7%) lyso —N-acyl-
phosphatidyléthanolamine (3,2) et 3,9% non identifiés.

Le péricarpe du fruit contient trois phospholipides: phosphatidylcholine (45,8%)
phosphatidyléthanolamine (25%) et phosphatidylinositol (29,2%) (Bekker et Glushenkova
,2001).

6.1.4. Vitamines et éléments minéraux

La composante vitaminique n’est pas négligeable, le fruit contient de I’acide L-
ascorbique et I’acide déhydroascorbique 22 mg /100 g au maximum qui diminue avec le
marissement (Bekker et Glushenkova, 2001).

Récemment en Algérie, une éude a montré que la pulpe du fruit de I’Elaeagnus
angustifolia contient des teneurs élevées en éléments minéraux majeurs en magnésium
(474,69mg/100g), potassium (329,89mg/100g) et calcium (381,88mg/100g). Elle contient
également des teneurs non négligeables en oligoéléments: fer, zinc, cuivre avec de 6,98
mg/100g, 0,52mg/100g et 0,59mg/100g respectivement. Il contient dans sa partie charnue de
lavit A et lavit E avec 2,40mg/100g et 1,62mg/100g respectivement (Boudraa, 2008).

D’aprés Dzhangaliev et al., ( 2003 ),ces fruits sont tres riches en vitamines C, A et E et
contiennent des tanins,
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6.2. Composition en métabolites secondaires

De nombreuses études ont montré que les fruits de I’espéce Elaeagnus angustifolia sont
tres riches en plusieurs congtituants bioactifs (Ayaz et al., 1999 ; Bekker et Glushenkova,
2001) qui ont des activités biologiques importantes .

Les polyphénols de la pulpe du fruit sont constitués majoritairement de la catéchine
(1,2%), gallocatéchine (0,2%). epigallocatechine (0,8%), proantocyanidines (1,6%) flavonols
(0,7%) (Mavlyanov et al., 2003).

Le tableau ci apres illustre les principaux composés séparés de I’espéce Elaeagnus
angustifolia .
Tableau | l1. Composés séparés de la plante Elaeagnus angustifolia .
(Extrait de Bekker et GlushenKova, 2001)

Type de molécules Nom des composés Organe
Catéchols (+) - Catechol L écorce

(-) epicatechol
Acides -acide caféique Feuilles et fruits
phénolcarboxyliques -acide neochlorogenique

-acide gallique
Flavonoides Isorhamnetin (3, 5, 7, 4- tetrahydroxy Fruits

-3 -methoxyflavone)
isorhamnetin-3-0-B-D—galactopyranoside

Flavones chrysin Fruits
Huile trans-éthylcinnamate Fleurs
essentielle 78,88%
vitamines Caroténoides 9,8 mg /100g Fruits
liposolubles Tocophérols 36,5 mg/100g

Tableau V. Le contenu en acides phénoliques du fruit d’Elaeagnus angustifolia(Ayaz et
Berfort, 2001)

Acides phénoliques Concentration (mg/100g de la matiér e seche)
Acide benzoique 11,6+1,20
Acide 4-hydroxybenzoique 45,8+ 0,68
Acide vanillique 14,7+0,81
Acide 4 hydroxycinnamique 18,4+1,09
Acide protocatéchique 28,1+0,58
Acide férulique 2,3+0,18
Acide caféique 32+0,99
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7. Propriétésthérapeutiques

Des études phytochimiques in vivo effectuées sur la phase aqueuse du fruit de I’espéce
Elaeagnus angustifolia, ont montré sa richesse en flavonoides, térpénoides qui ont des effets
anti-inflammatoires, anti-nociceptifs (analgésiques) (Ahmadiani et al., 2000).

En médecine traditionnelle Iranienne, les fruits et les fleurs de | ‘Elaeagnus angustifolia
sont prescrites en traitement des nausées, vomissements, I’ictére, I’asthme et les flatulences
(Hosseinzadeh et a .,2003)

Les fleurs sont aussi traditionnellement utilisées en traitement de téanos. Une étude a
été faite sur des rats sugeste que les graines de fruit de cette espéce exercent une activité
relaxante sur les muscles due aux flavonoides (Hosseinzadeh et a., 2003).

Selon (Poletti, 1987), les feuilles de | ’Elaeagnus angustifolia sont employées pour
leurs propriétés sédatives et antispasmodiques contre I’insomnie, la toux, I’angoisse et les
tremblements des membres.

Les fleurs et les feuilles de cette plante sont bien connues par leurs actions diurétiques et
antipyrétiques en médecine traditionnelle et les fruits aussi sont consommés durant |”hiver
comme un apéritif en Turquie (Ayaz et Bertoft ,2001).

Le fruit de I’Elaeagnus angustifolia est utilis€ comme un agent analgésique afin de
soulager les douleurs du rhumatisme et de I’arthrite (Ramezani et a., 2001).

En Turquie, des éudes pharmacologiques réalisées in vivo sur des rats en provoquant un
ulcére gastrique par I’éthanol, ont montré une réduction ulcérogénique (effet gastroprotectif)
par I’extrait méthanolique du fruit de I’Elaeagnus angustifolia (Girbiz et a., 2003).
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Les résultats d’une partie de cette étude sont représentés par le tableau V

Tableau V. Effet des extraits de la plante vis-avis des lésions gastriques induites par

I”éthanol

chez lesrats ( Gorbvz et a., 2003).

La plante végétale type de| Dose |Index Ulcéere| Prévention |Inhibition
Pextrait | (mg/kg) |(moyennetE.M.S)|contreulcere |(%)
Controle - 2286+ 8 .4 - -
Elaeagnus angustifolia (fruits) | MeOH 3150 1,4+ 14 5/6 99,4
Hibiscus esculentus (fruits) MeOH 1030 9,7+ 3,4* 2/6 95,8
Papaver rhoeas (racines) MeOH 670 10,1+ 6,7* 4/6 95,6
Phlomisgrandiflora (feuilles) H.O 2670 0,0+ 0,0* 6/6 100,0
Phlomis grandiflora (feuilles) | MeOH 2410 1,8 +1,3* 4/6 99,2
Rosa canina (fruits) H.O 2070 0,0 + 0,0* 6/6 100,0

En France, cette espece est utilisée pour le traitement de I’insomnie. La fonction cardiague

est améliorée par I’inhalation de I’huile essentielle de ses fleurs (Bekker et GlushenKova,

2001).

Le tableau VI montre I’intérét thérapeutique des différentes especes appartenant au genre

Elaeagnus.

Tableau V1. Propriétés médicinales de quelques especes voisines a | ’Elaeagnus angustifolia.
L’espéce Propriétés médicinales Références
Elaeagnus umbellata | Activité antibactérienne (Sabir et a., 2004)

propriétés anti cancer et activité  anti
oxydante.

(Wang et al., 2007)

Elaeagnus glabra

Activité antibactérienne  due aux
epigallocathechin

(Mori et a, 1987)

Elaeagnus philippinsis

Traitement de la dysenterie amibienne.

(Hosseinzadah et al.,2003)

Elaeagnus multiflora

Activité antioxydante et anti inflammatoire

(Leeet d., 2007)
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8. Utilisation alimentaire

Au Kazakhstan, les fruits d'Elaeagnus angustifolia L. sont largement consommeés a |'état
frais et utilisés pour la préparation des différents assaisonnements (Dzhangaliev et al.,2003).

Selon Facciola (1990), les fruits peuvent étre transformés en farine, gelée et en jus.
9. Autres utilisations

En chine, les feuilles sont utilisées largement comme une réserve fourragére d'appoint
vu leur richesse en protéines, lipides (Wenyuan, 1998).

D'apres Askoy et a (1999), les feuilles et les fruits de I'Elaeagnus angustifollia sont
utilisées comme un indicateur de pollution pour des métaux lourds. Pb, Cd, Cu & Zn en

"Turquie".
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Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches, notamment le cas
des polyphénols végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutigue comme anti —
inflammatoires, antioxydants (Bahorun, 1997). Selon Diallo, (2005), les polyphénoles sont
des groupes de molécules de structures variées. L’élément structural fondamental qui les
caractérise est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié des
groupements hydroxyles, ces molécules représentent une famille de plus 8000 composés
(Dacogta, 2003).

Parmi les composés polyphénoliques, on retrouve dans une grande mesure les
flavonoides et les tanins.

1. Données sur lesflavonoides
1.1. Définition

Le terme flavonoides désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols, ils sont considérés comme des pigments quasi universels des
végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs et des fruits (Ghestem et al.,2001).
On les trouve d’une maniére tres générale dans toutes les plantes vasculaires ou ils peuvent
étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques des feuilles (Marfak, 2003 ; Hadi, 2004).

1.2. Découverte des flavonoides

L’intérét nutritionnel pour les flavonoides, date de la découverte de la vitamine C a la
suite des travaux de Szent Gyorgyi (prix Nobel, 1937) (Marfak, 2003), qui a constaté que les
symptomes hémorragiques du scorbut liés a la fragilité ou I’hyperperméabilité des vaisseaux,
étaient guéris par des extraits de paprika ou de jus de citron riche en vitamine C et des
flavonoides (Marfak, 2003 ; Hadi, 2004).Alors que I’acide ascorbique seul est inefficace. Les
analyses chimiques ont montré que la fraction active était de nature flavonoique (Hadi, 2004).
Cette action des flavonoides sur la perméabilité vasculaire a éé appelée propriété
vitaminique p (p éant la premiere lettre du mot perméabilité) (Marfak, 2003 ; Hadi, 2004).
1.3. Structure chimique et classification

De nos jours, plus de 4000 flavonoides ont é&é identifiés et isolés a partir des milliers des
espéces vegétales (Forkmann et al.,, 2001 ;Yanez et a.,2007) et possédent tous un méme
sguelette de base a quinze atomes de carbones constitué de deux cycles en Cs (A et B) reliés
par une chaine en Cs (figure 4) (Bruneton,1999)

10
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Figure 5.Structure chimique de la quercétine Figure 6.Structure chimique de la catéchine
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Figur e 7.Structure chimique de la rutine (Bruneton,1999)

u

A I’éat naturel, on trouve tres souvent des flavonoides sous forme d’hétérosides
(Marfak, 2003, Ghestem et al., 2001). C'est-a dire des dérivés de génines sur lesquelles un ou
plusieurs oses sont greffés (Hadi, 2004).

11
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Selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central, ils peuvent étre subdivisés en
plusieurs classes dont les plus importantes sont :

- Flavones,

- Flavonols,

- Flavanones,

- Dihydroflavonols, |soflavones,

- Isoflavon,

- Flavanes,

- Flavanols et anthocyanines.

De plus, le noyau pyranique central peut étre ouvert (chalcones) et recyclisé en un noyau
furanique (aurones) (Bruneton, 1999 ;Marfak, 2003 ;Skerget et al.,2005).

12
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Tableau VII. Structure chimique de certains flavonoides représentatifs de chagque classe
(D’apresHeim et al., 2002)

Classe structure générale flavenoides typiques Substimiants
Flavanol v ™\ L) (+)-catechin 3.5.7.3' 4-OH
@o {-)-epicatechin 3.5, 7.3 4-0OH
OH Lpigallocatechin gallate 3573 4 50H 3-gallate
Flavone chrvsin 5.7-0H
apigenin 5,7.4-0H
rutin 5,73 4-0H, 3-rutinose
luteolin 5,73 4-0H
luteolin glucosides 5,7,3-0H, 4'-glucose
5.4-0OH, 4.7-glucose
Flavonol kaempferol 3.5.7.4-0H
quercetin 3.5,7.3°4-0H
OH
myricetin 3.5,7.3' 4" 5-0H
tamarixetin 3.5,7.3“0H.4-0OMe
Flavanone naringin 5.4-0H, T-rhamnoglucose
(dihydroflavon naringenin 5,7.4-0H
taxifolin 3573401
ericdictyol 5,73 4-0H
hesperidin 3.5.3-0H,4"-OMe, T-rutinose
Isoflavone genistin 5.4“0H, T-glucose
genistein 5.7.4-0H
daidzin 4"-0H, T-glucose
daidzein T.4-0H
Anthoeyanidin apigenidin £.7.4-0H
‘ : g If cyanidin 3.5,7.4-0H,3,5-0Me

1.4. Distribution et localisation
Selon Hadi (2004), les flavonoides sont largement rencontrés dans le régne végétal, ils
sont cependant rares chez les végétaux inferieurs. Par contre, ils sont rencontrés en

abondance dans les familles suivantes :

-Polygonacees -Apiacees
-Rutacees -Asteracees
-Legumineuses

D’ailleurs, ils sont largement abondants dans les Iégumes a feuilles (salade, choux,
épinards etc.) ainsi que dans les téguments externes des fruits (Marfak, 2003).

13
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Récemment de nombreux travaux ont montré que les fruits, les Iégumes, le thé, le soja
congtituent les sources alimentaires des flavonoides les plus éudiées (Gervais, 2001 ; Pelli et
Lyly ., 2003 ;Cabrera et al.,2007). D’aprés Pelli et Lyly (2003), les colorants des baies
fortement colorées telles que les baies rouges, les myrtilles et le cassis, sont des flavonoides
appelés anthocyanes. |ls peuvent jouer un réle dans la prévention des cardiopathies.

Les Flavanones ont été aussi reportés en tomates, cacahouete et certaines herbes comme
le menthe, le thym (Y anez et al.,2007).

Dans une recherche faite par Gervais (2001), il a été estimé que la consommation
actuelle de flavonoides dans I’alimentation nord — américaine serait de 10 a 100 mg par jour.
Les principales sources sont le thé, les oignons, les pommes et les agrumes.

Le tableau suivant regroupe la distribution nutritionnelle de certains flavonoides.
Tableau VI1II. Sources alimentaires des flavonoides (Marfak, 2003).

Flavonoides Aliments

Flavanones

naringénine fruits du genre citrus
flavones

chrysine -peau des fruits

apigénine -persil, thym, romarin, céleri
[utéoline -persil

flavonols

kaempférol -radis, brocoli, thé noir
quercétine -oignon, pomme, olive, tomate
myricétine -canneberge

Flavan-3-ols

épicatéchine -Thé vert, thé noir

catéchine -Thé vert. Thé noir
Anthocyanidols

cyanidol Cassis, myrtilles

malvidol Raisin, fraises, cassis
apigénidol Framboises, fraise

Le monde animal est lui aussi concerné par les flavonoides : la chrysine, la quercétine et
la galangine se trouvent dans la propolis des abeilles. Ces insectes les synthétisent a partir des
sécrétions de bourgeons de nombreux arbres comme le bouleau, le sapin et les modifient
gréce aleurs enzymes salivaires (Marfak, 2003).

En ce qui concerne la localisation, selon Hadi (2004), les flavonoides sous forme
d’hétérosides au niveau cellulaire sont dissous dans le suc vacuolaire ou localisé dans les

14
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chloroplastes et les membranes des végétaux. De plus, leur localisation au sein de la plante est
caractéristique.

En effet, les flavonoides se répartissent volontiers dans les organes aériens jeunes
(boutons floraux, jeunes feuilles) ou ils sont localisés dans les tissus superficiels (Hadi, 2004).
2. Données sur lestanins
2.1. Définition

lls sont d’origine végétale et non azotée. Ce sont des composés polyphénoliques de
structures variées ayant en commun la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et les
protéines. La masse moléculaire des tanins est comprise entre 500 et 3000 (PM) (Ghestem et
al., 2001 ; Atefeibu , 2002).

2.2. Structure et classification

Les tanins sont classés en deux groupes selon leur structure chimique.
2.2.1. Tanins hydrolysables

Ce sont des polyesters d’oses et d’acides phénols. Les oses trouvés dans ces tanins sont
surtout représentés par le glucose, ces tanins sont de deux types :

- Lestanins galliques qui sont les esters d’oses (glucose) et d’acides galliques.

- Les tanins ellagiques qui sont des esters d’oses et d’acide ellagiques (Bruneton,
1999 ; Atefeibu, 2002). Dans les deux cas, la fraction osidique est estérifiée par plusieurs
molécules d’acide ellagique (Ghestem et al., 2001).
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Figure 8.Structure des tanins hydrolysables (Bruneton, 1999).
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2.2.2. Tanins non hydrolysables ou tanins condensees

De structure plus complexe, on les appelle également proanthocyanidines, largement
présents dans le régne végétal, et que I’on rencontre dans de nombreux produits alimentaires
(fruit, Iégumes, boissons....) (Peronny, 2005).
I1s ne renferment pas de sucres dans leur molécule ; ils ne sont hydrolysés ni par les acides, ni
par les tannasses mais en présence d’acide forts ou d’agents d’oxydation, ils se transforment
en substances rouges : les phlobaphénes (exemple : rouge de cola) (Atefeibu ,2002). Ce sont
des polymeéres de flavan -3 ols., appelés aussi catéchines et de flavan - 3,4- diols appelés
leucoanthocyanidines ou un mélange des deux (Atefeibu, 2002 ; Peronny, 2005).
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Figure 9.Structure des tanins condensés (Bruneton, 1999

2.3. Sources végétales destanins

Les tanins sont particuliérement abondants chez les coniféres, les Fagaceae, les
Rosaceae. (Ghestem et al., 2001). On les trouve dans de nombreuses plantes utilisées dans
I’alimentation, notamment les céréales et les Iégumineuses (orge, haricots secs, petits pois,
caroube, sorgho) (Peronny ,2005).

Parmi les fruits riches en tanins sont le cassis, la myrtille, le raisin, la canneberge et la
fraise ayant des teneurs maximales observées entre 1,2% et 0,2% du poids frais (Bravo,
1998). Selon (Ghestem, 2001), tous les organes végétaux peuvent en renfermer (racines,

écorces, feuilles) mais on note frequemment une accumulation dans les organes agés.
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Les produits végétaux sont particulierement riche en métabolites secondaires qui
peuvent étre exercé desrbles biologiques divers. De nombreuses enquétes épidémiologiques
ont mis en évidence un effet préventif des fruits et légumes vis-avis de |’apparition de
pathologies majeurs.

Les polyphénols et notamment les flavonoides et les tanins constituent une des
classes des micronutriments les plus abondantes.

Ces composées sont particulierement intéressants a étudier parce qu’ils présentent des
propriétés biologiques variées telles que :

1. Activité antioxydante

La majorité des auteurs admis aujourd’hui, en |’absence de preuves absolues, I”’hypothese
selon laquelle les radicaux libres ont une part de responsabilité dans la genése des lésions
athéromateuses, dans I’apparition de certains cancers ou dan les dégénérescences nerveuses
(Bruneton, 1999).

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possedent un ou
plusieurs électrons célibataires (électron non apparié€) sur leur couche externe. La présence
d’un électron célibataire leur confére une grande réactivité (Halliwell et Whiteman, 2004).

D’aprés Dacosta (2003), les principaux radicaux libres qu’on rencontre dans le corps
humain sont : I’anion superoxyde (O;") ; le radical hydroxyle OH'; le radical alcoxyle (RO ;
I’oxyde nitrique (NO) et le radical hydropéroxyle HOO

Il existe des mécanismes de défense cellulaires qui détruisent les radicaux oxygénés
(peroxydases cellulaires) ou qui piegent les radicaux libres (molécules antioxydantes).

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substances biologiques. Ce sont des composés qui réagissent avec les
radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs (Mohammedi, 2006).

Ces derniéres années, les épidémiologistes ont attiré notre attention sur le roéle des
antioxydants présents dans notre aimentation est leur implication dans la prévention de
certaines maladies telles que les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives ou encore
certains types de cancer (Soulet et al.,2001).

Des études récentes ont montré que les flavonoides sont capables de piéger de

nombreuses espéces oxydatives comme I’ anion superoxyde (O,”), le radical hydroxyle (OH"),

le radical peroxyl (ROO’) ou encore I’oxygéne singulet (*Oy) (Girotti-Chanu ,2006).
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Des chercheurs ont montré que les composés possedant un groupement carbonyle en Cg4
et une double liaison entre les carbones C, et C; sont les flavonoides dont les activités
antioxydantes sont les plus marquées (Picman et al., 1995; Girotti, -Chanu, 2006).

De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des
flavonoides et leur capacité a piéger les radicaux libres (Marfak, 2003). Leur intérét comme
antioxydants se manifeste également dans le domaine de la protection contre le stress
photooxydant cutané induit par I’exposition aux rayons solaires (Mekiou, 2004).

Des essais in vitro sur différents tanins extraits de thé montrent que les activités
antioxydantes varient selon les composés, le plus efficace parmi les tanins extraits étant un
tanin hydrolysable (Hashimoto et al., 2003).

Selon (Bruneton, 1999), les tanins hydrolysables sont des piégeurs de radicaux libres et de
I’ion superoxyde. Les tanins hydrolysables procyanidines présentent des propriétés
antioxydantes remarquables. IIs inhibent également |’autooxydation de I’acide ascorbique et
de linoléate ; et la peroxydation lipidique des mitochondries du foie et des microsomes.Ces
tanins sont de trés bons capteurs des radicaux libres, ils sont donneurs des protons aux
radicaux lipidiques produits lors de la peroxydation d’ou la formation des radicaux tanniques
plus stables (Wen-Rebaba, 2002).

2. Activités antimicrobiennes

L activité antimicrobienne a été attribuée a la fonction phénolique des flavonoides, cette
activité est sensée augmenter avec le nombre de substituants hydroxyles, méthoxyles ou
glucosyle. Les structures les plus efficaces éant les flavones et les flavanones (Picman et
al.,1995).

De nombreuses études ont montré |’effet antimicrobien des tanins sur différentes bactéries,
virus et champignons (Bruneton, 1999 ; Peronny ,2005), dans les infections pulmonaires ils
agissent gréace a une action inhibitrice sur la croissance microbienne (Atefeibu, 2002).

2-1. Activité antibactérienne

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires procaryotes, caractérisés par
une absence de noyau et d’organites. La plupart des bactéries possedent une paroi glucidique,
le peptidoglycane. Il existe cependant de nombreuses especes pathogénes a I’origine de
beaucoup de maladies infectieuses comme le choléra, la syphilis, la tuberculose... (Nauciel,
2000).
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Les bactéries peuvent étre divisées en deux groupes (gram positif et gram négatif) basés
sur la différence de la structure de la composition chimique de la paroi cellulaire (Figurel0).
Parmi les gram positives, une espéce Saphylococcus aureus tient une place trés importante
dans les infections communautaires et nosocomiales. Alors que pour les gram négatives, on
rencontre les espéces Pseudomonas aeroginosa et Escherichia coli.

- E coli est la bactérie la plus fréguemment impliquée dans les infections urinaires, elle
peut aussi provoquer des diarrhées par des mécanismes tres divers.

- Pseudomonas aeroginosa se caractérise par la pigmentation bleue verte de ses colonies
et posséde une résistance naturelle a de nombreux antibiotiques (Nauciel, 2000).

Gram” Gram'

Polysaccharides capsulaires

Porine

Protéines capsulaires

Lipoprotéines \

__ am @&

Bicouche lipidique

——— Peptideglycane et ——
Acides téchoiques ——

IIIIIIIIIIIIIIIII
b

Chromosome

Figure 10.Structure de la paroi bactérienne (Corvec, 2009).

Des substances telles que les flavonoides et les tanins possedent une activité
antibactérienne confirmée.

Les tanins galloyllés ont montré un grand spectre d’activité antibactérienne (De Bruyne
et a., 1999). Par ailleurs, I’activité bactériostatique de ces molécules a éé également
rapportée sur différentes bactéries; Bacillus anthracis, B.subtilis, Staphylococcus aureus,
Clostridium bolulinum (Chung et al., 1998).

D’apres Hadi (2004), les flavonoides pourraient exercer des effets antibactériens
puisgu’ils sont de puissants inhibiteursin vitro del’ADN gyrase.
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L’activité antibactérienne de I’espece Elaeagnus glabra est due a la présence d’un
flavonoide Epigallocatéchine qui a une forte activité sur les bactéries Saphylococcus aureus
et Proteus vulgaris (Mori et al., 1987).

2-2. Activité antifongique

Les champignons sont des végétaux dépourvus de chlorophylle, devant trouver leur
carbone dans les composés organiques, ce qui conditionne souvent les circonstances de leur
vie saprophytique ou parasitaire. En fonction de leur habitat, les champignons sont répartis en
deux groupes : les endogenes et les exogenes.
Les champignons endogénes sont représentés essentiellement par Candida albicans, cette
levure vit normalement et de fagon exclusive dans le tube digestif de I’homme et de certains
animaux (Lysette Bossokpi, 2003).

L’activité antifongique des tanins a éé démontré notamment contre les souches
fongiques : Aspergillus niger, Penicillium species, Colletotrichum graminicola (Chung et al.,
1998).

3. Activité anti —inflammatoire

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possedent des propriétés
anti-inflammatoires et qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme
immunitaire (Hadi, 2004). Les flavonoides sont susceptibles de diminuer la libération
d’histamine des basophiles et des mastocytes.

Par ailleurs, I’acide arachidonique peut étre métabolisé par la voie de la lipooxygénase
pour aboutir a la formation de leucotriénes et par la voie de la cylooxygénase pour produire
des thromboxanes et des prostaglandines, molécules fortement impliquées dans le processus
inflammatoire (Marfak, 2003 ; Girotti-Chanu, 2006). Plusieurs flavonoides (le crisiliol et la
baicaléine) sont de puissants inhibiteurs de la 5- lipoxygénase et donc la production des
leucotriénes ( Bruneton,1999 ; Girotti-Chanu,2006).

D’autres flavonoides tels que I’apigénine et la chrysine agissent principalement sur
I’activité de la cyclooxygénase (Hadi, 2004).

Il a montré que les flavonoides inhibent également |’adhésion et |’agrégation
plaguettaire en augmentant les taux intracellulaires en AMP; & la suite d’une inhibition de
phosphodiestérases (Hadi, 2004).
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4. Effetsantiulcéreux

Dans des expériences réalisées sur des rats, il a éé démontré que la quercetine et la
narangénine jouent un réle important dans la réduction de I’ulcére et la protection des
cellules gastriques (Marfak, 2003 ; Pelli et Lyly ., 2003 ).

D’autres éudes ont permis d’établir une relation étroite entre les propriétés anti-
ulcéreuses de la quercétine, narangénine, rutine et kaempférol et la production du PAF
(Platelet Activating factor) qui est un agent ulcérogéne potentiel (Marfak, 2003).

5. Effetsanticancéreux

Des études réalisées in vitro et in vivo suggéerent que les flavonoides agissent atous les

stades de la cancérogénése (initiation, promotion, progression).
lls inhibent la croissance de lignées cellulaires cancéreuses en interférant avec les
mécanismes de transduction des signaux mitogenes (Curtay et Robin ; 2000).

Dans une recherche récente, la quercétine est capable de diminuer chez le rat,
I’incidence des tumeurs mammaires induites par laNMU (N-nitrosométhylurée) (Hadi, 2004).

De plus, plusieurs éudes ont montré que les polyphénols de thé vert sont
particulierement remarquables parce qu’ils protegent des cancers atous les stades.

Les buveurs réguliers de thé vert réduisent leur risque de cancer de I’ cesophage de 60%,
méme les fumeurs japonais qui boivent du thé vert réduisent leur risque de cancer du poumon
de 45%, ce qui expliquerait que le japon présente a lafois le plus fort pourcentage de fumeurs
du monde développé et le plus faible taux de cancers du poumon (Curtay et Robin., 2000)

En effet, de nombreuses enquétes épidémiologiques attribuent un effet préventif tres
important a la consommation des fruits et des légumes, riches en ces composés pour divers
cancers (poumons, progate) (Curtay et Robin., 2000 ; Gervais, 2001 ; Pelli et Lyly ., 2003).

Les oligoméres proanthocyanidines ont montré une activité antivirale contre le virus
syncytial respiration (RSV), le virus de I’influenza A et I’hépatite A et B (Chung et al., 1998).
La fixation des tanins sur les protéines de la paroi virale inhibe la pénétration de ces

protéines virales al’intérieur de la cellule héte (Chung et al., 1998).

6. Propriétés astringente et cicatrisante
Les tanins sont appliqués sur les muqueuses et la peau, ils se produisent une sorte de
tannage, ils S’y gjoutent une action vasoconstrictrice sur les petits vaisseaux ; cette propriété

explique leur emploi dans les hémorroides et les blessures superficielles (Atefeibu ,2002).
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Les tanins sont utilisés en dermopharmacie, comme toniques astringents (Ghestem et
al.,2001).
Par voie interne, les tanins exercent un effet anti diarrhéique certain quelle que soit la voie
d’administration (Bruneton, 1999).
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Chapitrel. Matériel et méthodes
1. Matériel

Figure 11. Différentes parties du fruit de I' Elaeagnus angustifolia L

1.1. Choix du matériel végétal

Le choix du matériel végétal a obéit a des considérations bibliographiques tout a bord, qui
ont montré une chimio-diversité remarquable de cette espéce a travers des travaux effectués
sur des échantillons provenant d’Iran, Ouzbékistan et Turquie.
Nous avons voulu, pour notre part, apporter une contribution a cette chimiodiversité par
I’étude de la variété Algérienne. Le deuxieme critére de choix se rattache aux vertus
médicinales de cette plante.

1.2. Matériel végétal

Il est constitué des fruits de | ’Elaeagnus angustifolia L. récoltés des régions de Batna
en septembre- octobre 2007. Apres avoir déterminé la teneur en eau, les fruits sont d'abord
dénoyautés, en suite la partie comestible a été séchée a I'ombre, a I'abri de la lumiére et a
température ambiante.

Aprés séchage, la partie comestible a été broyée sous forme d'une poudre fine qui a
servi pour la préparation des extraits.
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1.3. Souches microbiennes utilisées
Les souches bactériennes utilisées dans notre étude, sont constituées par :

-Escherichia coli (ATCC 25922) (E coli);
-Stphylococcus aureus (ATCC 25923) (Saureus) ;

-Pseudomonas. aeruginosa (ATCC 27853) (P aeruginosa) ;

-Salmonella thyphimurium;

La souche fongique testée est Candida albicans.

Ces souches citées proviennent toutes des prélévements au niveau de laboratoire bactériologie
de Centre hospitalier universitaire de Batna (CHU).

1.4. Matériel du laboratoire

-Etuve ventilée MEMMERT type: SLE 400 ;
- Evaporateur rotetif type HEIDOLPH ;

- Four amoufle MERAEUS type MR.170 ;

- Lyophilisateur type CHRISA BETAI ;

- HPL C type SHIMADZU.

2. Méthodes
2.1. Détermination de la teneur en eau
La détermination de la matiére seche a été réalisée juste a I’arrivée des échantillons au

laboratoire. La dessiccation été réalisée par évaporation & 103 + 2 C’ dans une étuve isotherme
ventilée ala pression atmosphériques, jusgu’ a ce que
le poids devienne pratiqguement constant. Lateneur en eau est définie comme étant
la perte de poids subie lors de la dessiccation (Audigie et al, 1978).

La détermination de lateneur en eau se fait par le calcul de la différence de poids avant et

apres la dessiccation selon la formule suivante.

H %= %szloo

H% : Teneur en eau.

M1 : masse en g avant éuvage (échantillon + capsule).
M2 : masse en g avant de I’ensemble apres étuvage.
P: masseengdelaprise d’essal.

La matiere seche (MS) %= 100- H%
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2.2. Déermination du taux des cendres

Le dosage des cendres est basé sur la destruction de toute matiere organique sous I’ effet
de latempérature élevée (500 +25 C) (Linden, 1981).

La détermination de la teneur en matiére organique se fait par le calcul de la différence
de poids avant et apres la carbonisation. La teneur en matiére organique est calculée selon la

formule suivante.

MO% = MI_Tfoloo

Ou Mo% : Matiére organique.
Mi : masse initiale «avant calcinationy.
Mf : Masse finale «aprés calcinationy.
P: Masse de la prise d’essai.
Le taux des cendres est déterminé selon larelation suivante.

C%-= 100 - MO%

2.3. Préparation des extraits du fruit de | ’Elaeagnus angustifolia
2.3.1. Préparation des extraits organiques

Dans notre laboratoire, la premiere éape dans la préparation d’extraits végétaux est le
broyage du matériel végétal, sous cette forme broyée, la drogue présentera une plus grande
surface de contact avec les solvants extracteurs, permettant ainsi d’améliorer le rendement des
extractions.

La méthode d’extraction que nous employons est la macération successive par trois
solvants a polarité croissante (I’éther de pétrole, le dichlorométhane et le méhanol) selon
Diallo et al. (2004). L’extraction par |’éther de pétrole a pour but d’entrainer les graisses ainsi
que les substances lipophiles. La deuxiéme extraction par le dichlorométhane a été faite pour
obtenir un extrait riche en composés moyennement polaires. La derniere extraction a été faite
avec le méthanol qui extrait les composés polaires.

250g de poudre ont été extraits avec 2x1000 ml d’éther de pétrole et placés sous agitation
mécanique pendant 24 heures. Aprés filtration sur papier, le résidu de I’extraction précédente
a été repris par 2x1000ml de dichlorométhane et laissé sous agitation pendant 24 heures, le
résidu est a nouveau extrait par 2x1000 ml de méthanol pendant 24 heures dans les mémes

conditions.
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A lafin de I’extraction, les extraits organiques (Ep, DCM, Met) ont éé concentrés sous
vide au rotavapor aux températures 37 C°,40C°et 50C° respectivement. Aprés la

concentration, ces extraits ont éé séchésal’air libre.

Matériel végétale sec broyé

*Extraction afroid par
I'éther de pétrole (24h)
* Décantation

+ Filtration

|

Filtrat

Résiduvégeétalsec

; . , « Concentration a T=40°C
* Extraction par le dichlorométhane

» Décantation Extrait Etheropétrolique
«Filtration
Résiduvégétalsec Filtrat
l « Concentration a T=35°C

*Extraction par le méthanol .

« Décantation Extrait Dichlorométhanique

+ Filtration

Résidu végétal sec Filtrat

* Concentration a T=50°C

Extrait Méthanolique

Figure 12. Extraction par polarité croissante de la poudre du fruit E. angustifolia

2.3.2. Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait agueux a été obtenu par la macération agitée durant 24h de 50g de poudre de
I’échantillon dans un volume de 500ml d’eau ditillée, la phase agqueuse du macéré a été
ensuite filtrée sur un papier filtre. Le filtrat obtenu a été congelé & -4C° pendant une nuit puis

lyophilisé.
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Selon Dumais et Roux (2003), la lyophilisation (séchage a froid) est un procédé qui
consiste a retirer I’eau d’un aliment afin de le rendre stable a la température ambiante et de
faciliter sa conservation. On peut décomposer la lyophilisation en trois étapes principales :

@ Congélation (-80C°; 3h).
@ Dessiccation primaire ou sublimation (20C° ; 24h).
@ Dessiccation secondaire ou séchage finale (40 C°; 5h).
Le lyophilisat a éé conservé au dessiccateur jusqu'a la reconstitution avec de I’eau distillée

aux concentrations voulues pour I’utilisation.

Drogue
50g

Eau distillée

Figure 13. Extraction aqueuse de la poudre du fruit Elaeagnus angustifolia

2.4. Analyse des extraits du fruit del’Elaeagnus angustifolia.
2.4.1. Analyse qualitative des extraits du fruit de|'Elaeagnus angustifolia
2.4.1.1. Testspréliminaires
@ Caractérisation des Flavonoides
La détection de la présence des flavonoides dans les extraits du fruit de I'Elaeagnus
angudtifolia a été faite par la réaction a la cyanidine (Ciulel, 1982). Pour chaque extrait, on
ajoute quelques gouttes de I’HCI et quelques fragments de magnésium. Le test est positif
lorsqu’on obtient la couleur rose orange.
@ Caractérisation des Tanins
Pour détecter la présence des tanins, on ajoute a chague extrait quelques gouttes de FeCls
(Chlorure ferrique) & 1%, La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au
brun verdétre en présence de tanins catéchiques (Diallo et al, 2004).
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@ Caractérisation des alcaloides
Le réactif de Mayer a été utilisé pour caractériser la présence des alcaloides dans différents
extraits du fruit de I'Elaeagnus. Angustifolia. Chaque résidu est repris dans quelques ml
d’HCL 50 %. La formation d’un précipité jaune, apres rajout de quelques gouttes du réactif
de Mayer (mercuritéraiodur de potassium), témoigne de la présence d’alcaloides (Dohou et
al., 2003).

2.4.1.2. Analyses chromatographiques des extraitsdu fruit del'Elaeagnus angustifolia
2.4.1.2.1. Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince est une technique analytique simple utilisée dans
le but de séparer différents constituants d’un mélange complexe en se basant sur les
phénomenes d’adsorption et de partage. Des plaques du gel de silice (60 GFs4) ont été
utilisées pour analyser les quatre extraits, agueux, méthanolique, extrait éher de pétrole,
extrait dichlométhanique du fruit de I'Elaeagnus angustifolia.

Deux systémes de solvants de migration ont é&é utilisés pour les extraits polaires, le
systéme de migration est constitué du n- butanol/acide acétique/eau (60: 15:35 V/V/v)
(Diallo, 2004).

Les échantillons et les standards ont é&é déposés sur les plagues silicagel, ensuite les
plaques sont introduites dans la chambre de migration préalablement saturée par la phase
mobile.

Pour les extraits apolaires, on utilise comme systéme de migration éther de pétrole/
acétate d’éthyle (8 : 2v/v) (Diallo, 2004).

Aprés développement, les plagues ont été séchées a I’aide d’un seche cheveux et
observées a la lampe UV a 254 et 366 nm puis pulvérisées par un mélange de vanilline
sulfurique puis séchées sur la plaque chauffante pendant quelques minutes a fin de révéler les
spotsissus de la séparation.

Les rapports frontaux sont calculés et comparés a ceux des témoins permettant ainsi
I’identification des constituants de différents extraits.

28



Chapitre | Matériel et méthodes

2.4.1.2.2. Chromatographieliquide a haute performance HPLC -RP-C18

Latechnique de séparation la plus appréciée en analyse phytochimique est la
Chromatographie liquide a haute performance (pression), abrégée HPLC (CLHP en francais).
Afin d’analyser les différents extraits du fruit de I'Elaeagnus angustifolia, la technique de
I’HPLC -RP-C18 a été utilisée.

La chromatographie liquide & haute performance a phase inver se est une technique de
séparation, dans laquelle la phase mobile est un liquide polaire (solvant), et la phase
stationnaire est une colonne étroitement emballée par des particules C18 (apolaire), ces
particules ayant un diamétre moins de 10um, ce qui nécessite de pomper la phase mobile a
travers la colonne a haute pression. La pompe garde un débit précis de sorte que le temps de
rétention de chaque pic peut ére employé pour identifier des pics de I’échantillon a tester.
Ceci est fait par comparaison des chromatogrammes des standards avec celui de
I”échantillon.

Dans notre analyse, nous avons utilisé une élution isocratique dans laguelle une seule
source du solvant utilisée pour éluer les composons a travers la colonne (125 x4.6mm).
La phase mobile utilisée est un mélange méthanol /eau (60/40), le débit de la phase mobile est
0,5 mi/min. Latempérature est réglée 340 C°, Le détecteur utilisé est un détecteur UV aune
longueur d’onde 254nm. (Kuntie et al ., 2007).

2.4.2. Analyse quantitative des extraits du fruit deI'Elaeagnus angustifolia
2.4.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits du fruit de I'Elaeagnus angustifolia
est effectué selon la méthode de folin ciocalteu (Wong, 2006). Le réactif précédent est
constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3P\N12040) et d’acide phosphomolybdique

(H3PM012040), il réduit lors de I’oxydation des phénols en un mélange d’oxydes bleus de

tungsténe et de molybdene (Boizot et Charpentier, 2006).

Brievement, 200ul de chague extrait (dissous dans le méthanol pour les extraits
organiques, et I’eau distillée pour I’extrait aqueux) est gjouté al ml du réactif de Folin
Ciocalteu (dilué 10 fois par I’eau distillée).

Aprés 4 min, 800ul de NaxCos (75¢/l) sont ajoutés, apres agitation, I’ensemble sont
incubés a I’ombre pendant 2 heures. L’absorbance est lue a 765mm par un spectrophotomeétre
UV. La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression

de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique (0-200 pg /ml). Les résultats sont
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exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par un gramme de I’extrait (mg
EAG/g d’extrait).
2.4.2.2. Dosage des Flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al, 1996) est utilisée pour
quantifier les flavonoides dans les différents extraits. 1ml de chaque échantillon et du standard
(préparé dans le méthanol) est gjouté a 1ml de la solution d’AlCl; (2% dans le méthanol).
Aprés 10 min, les concentrations des flavonoides sont déduites a partir de la gamme
d’éalonnage établie avec la quercétine (0-35 pg/ml) et sont exprimées en milligramme
d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait).
2.4.2.3. Dosage des Tanins condensés (M éthode dela vanilline)

Le dosage des tanins condensés dans les extraits du fruit de I'Elaeagnus angustifolia est
effectué selon la méthode de Broadhurst et Jones (1978), modifiée par Heimler et al. (2006).
Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de vanilline sur
le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former un complexe chromophore rouge qui
absorbe a 500nm (Schofield et a .,2001).

Pour 400ul de chagque extrait ou standard, on gjoute 3ml de vanilline (4%) dissout dans le
méthanol et 1,5ml d’acide hydrochlorique concentré. Aprés 15min d’incubation, I’absorbance
est mesuré a 500nm. La concentration des tanins condensés (proanthocyanidins) est déduite a
partir de la gamme d’étalonnage établie avec la catéchine (0-30 pg /ml) et sont exprimées en
milligramme d’équivalent catéchine par un gramme d’extrait (mg ECat/qg).

2.5. Effetsdesextraitsdu fruit de I'Elaeagnusangustifolia
2.5.1. Test del’activité antimicrobienne

Le test a été réalisé par la méthode des disgues (Choi et al ., 2006). La gélose de
Mueller- Hinton est coulée dans des boites de pétrie et inoculée avec les souches bactériennes
(E. coli, S.aureus, P. aeruginosa, Salmonella
thyphimurium).

Pour I’activité antifongique, on a utilisé le milieu de Sabouraud, Les deux milieux sont
écouvillonnés par une suspension microbienne d’une densité optique de 0,5McFarlend.

Des disques de papier Wattman n°lde 6mm de diamétre, stérilisés auparavant a
I>étuve (120 C° pendant 15 min) sont imbibés par différentes solutions (1g /ml) dissoutes dans
le DM SO (diméthylsulfoxyde) pour les extraits organiques et dans I’eau distillée stérile pour

les extraits aqueux.
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Les durées et les températures d’incubation ont été de 24h & 37 C° pour les souches
bactériennes et de 48 h a 37 C° pour la souche fongique Candida albicans, L’activité
antimicrobienne est observée par la présence d’une zone d’inhibition autour du disque
imprégné d’extrait.

2.5.2. Test del’activité antioxydante
2.5.2.1. Test du blanchissement du p carotene

L’activité antioxydante des quatre extraits du fruit de I'Elaeagnus angustifolia est
mesurée selon la méthode de Khartal et al (2007). Dans ce test, la capacité antioxydante est
déterminée en mesurant I’inhibition de la dégradation oxydative de B carotéene (décoloration)
par les produits d’oxydation de I’acide linoléique.

L’émulsion de B caroténe /acide linoléique est préparée par solubilisation de 3 mg de 8
caroténe dans 1 ml du chloroforme, 25ul de I’acide linoléique et 200 mg de tween 40 sont
additionnés. Le chloroforme est complétement évaporé au rotavapeur, par la suite 100ml
d’eau oxygénée est ajouté, I’émulsion résultante est agitée vigoureusement.

350ul de solution d’extrait ou antioxydant de référence (BHT) (solubilisé dans le
méthanol sauf I’extrait aqueux dans I’eau distillée (2mg/ml)) sont additionnés a 25 ml de
I”’émulsion précédente.

La cinétique de décoloration de I’émulsion en présence et en absence d’antioxydant
(contrble négatif dans lequel I’échantillon est remplacée par 350ul de méthanol) est suivie a
490nm a des intervalles de temps réguliéres pendant 48 heures. L’activité antioxydante
relative des extraits (AAR) est calculée selon I’équation suivante :

AAR=ADbS-4sn (échantillon)/Abs =4sn (BHT) X100

2.5.2.2. Effet scavenger du radical DPPH

Afin d’étudier I’activité antiradicalaire, des différents extraits du fruit de I'Elaeagnus
angustifolia, nous avons utilise la méthode basée sur le DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl) comme un radical relativement stable, selon le protocole décrit par Mansouri et al
(2005).

Dans ce test, les antioxydants réduisent le diphényl picryl hydrazyl ayant une couleur
violette en un compose jaune, le diphényl picryl hydrazine, dont I’intensité de la couleur est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner
des protons (Sanchez-Moreno, 2002).
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La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100ml

de méthanol.

50pl des solutions d’extraits ou standard (quercétine) sont gjoutés a 1,95ml de DPPH, le
mélange est laissé a I’obscurité pendant 30 min, et la décoloration par rapport au contréle
négatif contenant uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517nm. L’activité
antiradicalaire est estimée selon I’équation suivante :
% d’activité antiradicalair e= [(Abss;; contr6le-Abss;; échantillon)/Abss;,controle] x100
Les concentrations des extraits dans le milieu réactionnel sont comprises entre 0-3,5mg/ml, O-
2,5mg/ml,0-10mg/ml,0-2.5mg/ml pour les extraits : Ep, DCM, Mét, Aq respectivement. Alors
gue pour les antioxydants standard (Quercétine, BHT), elles sont comprises entre 0 a

50pg/ml.

2.6. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne +SD. Les sigmoides de I’activité
antiradicalaire des différents standards et extraits sont effectués par le logiciel (Graph Pad
PrismV 5,00).

La différence entre les extraits et les controles et la détermination des taux de signification
sont effectués par test ANOV A suivi du test Tukey.
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1. Détermination de la teneur en eau du fruit deI’Elaeagnus angustifolia

La détermination de lateneur en eau a été réalisée selon la méthode décrite par Audigie
et a. (1978). Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau | X.
Tableau | X. Teneur en eau dans la pulpe du fruit de I'Elaeagnus angustifolia.

Teneur en eau (%) Matiére seche (%)

56+0,01 44+0,01

Les valeurs représentent la moyenne de 30 s+ SD

Selon Bretaudeau et Fauré (1992), c’est la teneur en eau qui tient en dissolution tous les
sels minéraux, les sucres, les enzymes et d’autres composés dans les fruits. Les pourcentages
d’eau sont de I’ordre de 80 a 90% pour les fruits charnus, bien moins élevés mais tres
variables pour les fruits secs tels que les dattes de 5 a 50 %.

Lateneur en eau de la pulpe du fruit de | ‘Elaeagnus angustifolia est étroitement proche
des valeurs trouvées par Sayed et al. (2005) et celles révélées par Zouhar (2005) qui sont de
I’ordre de 64.4% pour I'Elaeagnus umbellata et 65,6% pour la méme espéce.

Si I'on compare lateneur en eau de notre baie a celle de | ’Elaeagnus iatifolia qui est de
I'ordre de 88,6% (Patthamaknoporn et al ., 2008), nous constatatons que cette derniere est
largement supérieure.

Lavariation de lateneur en eau peut ére due aux :
@ différences des especes,
@ expositions a différentes conditions pédoclimatiques ;
@ stade de maturation;
@ répartition géographique.
2. Déermination du taux des cendres
Les résultats analytiques du taux des cendres et de la matiére organique de la pulpe du

fruit de I'Elaeagnus angustifolia sont résumés dans le tableau suivant.
Tableau X .Taux des cendres dans le fruit de | ’Elaeagnus angustifolia

Teneur encendre (%) | Matiere organique (%)

1,34+0,1 98,66 +0,1

Les valeurs représentent la moyenne de 15 s+ SD
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Le contenu minéral total est de 1,34% de matiere seche, cette valeur obtenue est assez
proche a celle trouvée par Sayed et a (2005) sur la variété Elaeagnus umbellata soit 1,04% de

la matiére seche.

3. Préparation des extraits a partir du fruit de | ’Elaeagnus angustifolia

La préparation des extraits a partir du fruit de | ’Elaeagnus angustifolia a é&é effectuée
selon la méthode de Diallo et al. (2004), la partie comestible de fruit séchée et broyée a été
soumise a une extraction générale avec des solvants a polarité croissante (Ether de pétrole —
dichlorométhane —méthanol). Cette extraction a permis d’obtenir trois extraits bruts:
I’extrait étherique, I’extrait dichlorométhanique et I’extrait méthanolique. Pour I’extrait
aqueux, on a effectué une macération agueuse a 10% suivie d’une lyophilisation.

Chaque extrait a été caractérisé par sa couleur et son rendement par rapport ala drogue

seche. Ces éléments sont figurés dans le tableau suivant.

Tableau X1. Aspects, couleurs et rendements des extraits de la pulpe d’Elaeagnus
angustifolia par différents solvants.

Extrait Aspect Couleur Rendement (%)
Ep Huileux Vert jaunétre 0,35
DCM Huileux Vert noir 0,40
M et pateux Couleur de miel 8
Aq lyophilise Blanc jaunétre 30,46

Au regard de ce tableau, nous avons observeé le plus grand rendement avec les extraits
polaires aqueux et méthanolique avec 30,46% ; 8% respectivement et le plus faible rendement
avec les extraits dichloraméthane et é&herique avec 0,40% ; 0,35%respectivement.
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4. Analyse des extraits du fruit de | ’Elaeagnus angugtifolia
4.1. Analyse qualitative des extraits de | ’Elaeagnus angustifolia

4.1.1. Testspréliminaires.

Les résultats de ces tests phytochimiques sont reportés dans le tableau Xl 1

TableauX|l. Résultats de la caractérisation des groupes chimiques dans les extraits du fruit
de I'Elaeagnus angustifolia.

Groupes chimiques Extraits Résultats desréactions en tube

Met + + +

Flavonoides (réaction a la|Ad ot

cyanidine) DCM

Ep

Met + +

Tanins (réaction avec FeCls) | Ad +

DCM

Ep

Met

Alcaloides ( reactif de mayer) | Ad _

DCM

Ep

(+++): Réaction positive, (++): réaction moyennement positive, (+) : réaction louche
(-) : réaction négative

Les essais phytochimiques effectués sur les extraits du fruit de I'Elaeagnus angustifolia
ont révélé la présence des flavonoides, des tanins et I’absence des alcaloides.
Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par d’autres auteurs dont I’analyse
phytochimique a donné des résultats positifs pour les flavonoides et des résultats négatifs
pour les alcaloides (Ahmadiani et a ., 2000).
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La prédominance des tanins dans le fruit Elaeagnus angustifolia a aussi été démontrée
par Kusovaet al, en 1987).

Nous notons aussi la présence des flavonoides et des tanins dans les extraits polaires
(Ag et Met) et I’absence de ces substances dans les extraits apolaires (DCM et Ep).
4.1.2. Analyses chromatographiques

4.1.2.1. Chromatographie sur couche mince.

Pour une caractérisation partielle des différents extraits de la pulpe du fruit de
I’E.angustifolia, une chromatographie sur couche mince (CCM) a été réalisée suivant la
méthode de Diallo et al (2004). Pour les extraits polaires, Le systéme solvant utilisé (n-
butanol/ acide acétique) eau (12 :3:7 V/VIV) a permis d’obtenir une trés bonne séparation
chromatographique en utilisant trois standards qui sont la catéchine, la quercétine et larutine.
La révélation est réalisée par un mélange de vanilline sulfurique aprés I’observation sous
lumiére ultraviolette.

Seulement I’extrait méthanolique a été soumis ala CCM, I’extrait agqueux a été éliminé
du fait qu’il ne migre pas avec différents systemes.

L'utilisation de différents solvants a polarités différentes a permis de séparer ces
composes selon leur degré de solubilité dans le solvant d'extraction. Les résultats de la
chromatographie sur couche mince de I’extrait méthanolique sont reportés dans le tableau
X111 et les chromatogrammes sont illustrés dans les figures 14 et 15
Tableau XIII. Résultats de la chromatographie sur couche mince de I’extrait méthanolique
du fruit de I’E .angustifolia dans le systéme BAW : n Butanol-Acide acétique-Eau (12 :3:7)

Ne°spot RF couleur 254 nm 366nm
Quercétine 0,91 Jaune orange Bleu
Rutine 0,66 Jaune claire | Visible _
Catéchine 0,54 Rouge _
M et 1 0,64 Jaune orange | 3 taches Une tache
) bleue

2 0,54 Jaune claire | Bleu

3 0,77 Bleu Fluorescentes

4 0,96 mauve
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Les colorations jaune orange de la tache a RF 0,64 nous oriente sur la présence d’un
flavonoide qui est probablement la rutine par comparaison de leur rapport frontal (rutine RF=
0,66).

Selon Yang (2008), la rutine est un flavone (quercétine-3-rhamnosyl glucoside) qui a

des propriétés antioxydantes démontrées.

Met Que Rut Cat

Figure 14. Chromatographie sur couche mince de I’extrait méthanolique sousla lampe
254nm

M et Rut Que Cat

Figure 15 .Chromatographie sur couche mince de I’extrait méthanolique du fruit de
I'Elaeagnus angustifolia
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Pour les extraits apolaires, les standards sont éliminés du fait que le systéme de
migration ne correspond pas a ces substances flavonoiques hautement polaires.
Les résultats de séparation par la chromatographie sur couche mince des extraits apolaires
sont représentés par figure 16.

DCM Ep
Figure 16. Chromatographie sur couche mince des extraits (Ep et DCM) du fruit de
I'E angustifolia

Apres révélation par la vanilline sulfurique, les deux extraits ont des différentes taches

qui semblent similaires, nous notons plusieurs taches avec multiples couleurs.
On a deux taches roses claires pour les deux extraits, deux autres bleues violettes.
Ces résultats confirment larichesse de ces deux extraits en substances apolaires. Ces derniers
restent tout de méme préliminaires et nécessitent d’autres éudes approfondies.
4.1.2.2. Chromatographieliquide a haute performance HPLC

Les différents extraits ont é&é analysés afin de comparer leurs profils chromatographiques
et d’obtenir une information sur la composition de ces extraits en flavonoides et certains
acides phénoliques en comparaison avec les différents standards.
Tableau X1V. Temps de rétention des standards testés

Standards (Ty) min
Quercétine 6,5

Rutine 3,3

Catéchine 1,7
Acide caféique 1,9
Acidetannique 1,64
Acide gallique 1,67

38



Résultats et discussion

Chapitre ||

B & &
e
LQ
iy
8
ey
/
sl07— F®
- \HMHHHH\NNQ T Lw
PEF e
m L8
3 s ©
N m:ol> o e
| le
LQ
W
ST | e
ey
PR
HH\HW\HHMNWW La
Gze'r | o
m 00L0 g
~ =i O w

Acidetannique

Acide gallique

SJIOA

Catéchine

Acide caféique

S1IOA
i

SIOA
S

s

o

Z6L'ET |

£89'7T |

|
|
|
\
||
™|
™ |
ey
I

Quercétine

Rutine

39



Chapitrel|

Résultats et discussion

Figure 17. Chromatogrammes des différents standards testés par I’HPLC.

Lesrésultats de la séparation des différents extraits du fruit de | ’Elaeagnus angustifolia

par la chromatographie liquide & haute performance HPLC sont illustrés par les spectres

suivants:
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Figure 18. Profil chromatographique de I’extrait é&herique (0,02g/ml) du fruit de

L ’Elaeagnus angustifolia analysé par HPLC shimadzu
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Figure 19. Profil chromatographique de I’extrait méthanolique du fruit de L ’Elaeagnus
angustifolia analysé par HPL C shimadzu
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Figure 20. Profil chromatographique de I’extrait aqueux (0,03g/ml) du fruit de

40



Chapitrel|

Résultats et discussion

| ’Elaeagnus angustifolia analysé par HPLC shimadzu
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Figure 21. Profil chromatographique de I’extrait méthanolique (0,05g/ml) du fruit de

L ’Elaeagnus angustifolia analysé par HPLC shimadzu
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Figure 22. Profil chromatographique de I’extrait dichloromethanique du fruit de L ’Elaeagnus
angustifolia analysé par HPL C shimadzu

A partir du spectre de I’extrait éther de pétrole, nous avons noté la présence d’un grand
nombre de substances, ce qui confirme I’intérét de notre extrait.

Pour I’extrait méthanolique, on a un grand pique majoritaire avec un temps de rétention
T,=1,71 et un autre pique avec un temps de rétention T,=1,94

Nous notons aussi plusieurs substances (plus de quinze) n’étaient pas séparés
clairement, la comparaison de temps de rétention de ces deux piques avec celui des standards
arévélé la présence de la catéchine et I’acide caféique dans notre extrait.

Ces résultats obtenus sont en accord avec les travaux des auteurs (Ayaz et al ., 2001) qui
ont travaillé sur la composition en sucres solubles et acides phénoliques dans le fruit de
I’Elaeagnus angustifolia et qui ont démontré la richesse de ce fruit en acide caféique.

La détection de la présence de la catéchine dans le fruit de | ’Elaeagnus angustifolia a été

aussi confirmée par une éude faite par Kusova et a (1987).
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L extrait agueux présente un pique majoritaire avec un temps de rétention T,=1, 65, ce
dernier est presque similaire a celui de I’acide tannique.

L’extrait dichloromethane apparait avec plusieurs piques majoritaires, |’un entre eux,
(T+=1, 65) correspond probablement al’acide tannique et ( T,=2.02) al’acide caféique.
4.2. Analyse quantitative des extraits du fruit de | ’"Elaeagnus angustifolia
4.2.1. Dosage des flavonoides et destanins

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(Bahorun et al., 1996) en utilisant comme standard la quercétine. La teneur en flavonoides est
exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g
d’extrait).

L analyse des tanins condensés a été rédisée par la méhode décrite par Heimler et al
(2006) en utilisant comme standard la catéchine, la teneur en tanins est exprimée en
milligramme d’équivalent de la catéchine par gramme d’extrait (mg Ecat /g d’extrait).

Les résultats sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau XV .Teneurs en flavonoides et tanins dans les extraits du fruit de I’Elaeagnus

angustifolia
Extrait @Teneur en ® Teneur en
flavonoides tanins
Met 0,13+ 0,06 151+1,15
Aq 0,15+ 0,06 257 +0,35
DCM - -
Ep - -

Les valeurs obtenues représentent la moyenne de deux s+ SD
@ mg d*équivalent de quercétine par gramme d’extrait

®) mg do*équivalent de catéchine par gramme d’extrait
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Figure 23. Courbe d'étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de deux essais)
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Figure 24. Courbe d'étalonnage de la catéchine (moyenne + SD de deux essais)

La détermination du taux des flavonoides montre que I’extrait Aq contient 0,15 +0,06
mg EQ/g d’extrait suivi par I’E met avec 0,13+0,06 mg EQ/g d’extrait.

L’extrait Aq est également le plus riche en tanins avec 2,57+0,35 mg E cat /g d’extrait
suivi par I’extrait Met 1,51+0,08 mg Ecat / g d’extrait, ¢ca peut confirmer le godt astringent de

notre fruit.
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D’apres les teneurs obtenues dans notre éude, nous pouvons dire que le fruit de I'E
.angustifolia constitue une source non négligeable de tanins. L’importance des drogues a
tanins est liée a leur propriété astringente (Bruneton, 1999), ils ont un pouvoir de stopper les
hémorragies (Ghesterm. et al. ,2001) et de lutter contre les infections (Diallo, 2005).

Ces résultat sont en accord avec ceux trouvés par la littérature sur la richesse du fruit de
I'E.angustifolia en substances bioactives notamment les tanins (kusovaet al., 1987).

La faible teneur des flavonoides dans tous les extraits pourrait étre expliquée par la
diminution des composés polyphénoliques durant la maturation comme elle I'a démontrée une
€tude faite par Sakamura et Suga (1987) sur les fruits des espéces E. multiflora et E.
umbellata

4.2.2. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols a été réalisé selon la méthode de folin ciocalteau (Wong et
al, 2006) en utilisant comme standard I’acide gallique (figure 25), la teneur en polyphénols
totaux est exprimée en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg
EAQ/g d’extrait).
Tableau XVI. Teneur des polyphénols totaux dans la pulpe du fruit de I'Elaeagnus

angustifolia
Extrait Polyphénols
Met 3,94+ 0,07
DCM 29+0,7
Ep 1,96 +0,7
Aq 2,32+ 0,48

Les valeurs représentent la moyenne detrois s+ SD
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Figure 25. Droite d’éaonnage de I’acide gallique (moyenne + SD de deux essais)

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits de la pulpe du fruit de I'E
.angustifolia montre que I’extrait méthanolique (Met) contient une teneur élevée avec 3,94+
0,07 mg EAg /g d’extrait suivi par I’extrait dichlorométhanique (DCM) avec 2,9+ 0,7 mg
EAQ/g d’extrait.Les extraits aqueux et éthérique représentent des teneurs assez faibles qui
sont respectivement 2,32+0,48 mg EAG/g d’extrait et 1,96 +0,32 EAG/g d’extrait.

Mavlyanov et al, (2003) dans une étude faite sur |’ espece E.angustifolia, atrouvé que le
taux des polyphénoles totaux est de 4,5%.

Si on se réfere aux travaux de Patthamakporn et al. (2008) sur I’espece E.iatifolia , la
teneur des polyphénols totaux dans I’extrait éthanolique est 0,94 +6,3 mg EAG/g d’extrait qui
est largement inferieure a celle trouvée dans I’extrait méthanolique de notre espece avec 3,94
+0,07 mg EAG/g d’extrait, ce qui confirme |’utilisation du fruit de I'E.angustifolia dans la
médecine traditionnelle.

Selon une étude faite par Patthamakaporn et al., en 2008 a montré que la variation de
lateneur en polyphénols pourrait é&re due aux conditions de conservation du fruit a froid.

D’un autre c6té, le taux des polyphénols des fruits du genre Elaeagnus diminue avec le
degré de la maturation. Ce paramétre a été expliqué par Sakamura et Suga (1987) et Bekker
et Gluchencova (2001).
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5. Effetsdes extraitsdu fruit del'Elaeagnus angustifolia
5.1. Test del’activité antimicrobienne.

Les résultats de I’activité antibactérienne du fruit de I'Elaeagnus angustifolia, ont
montré que les extraits apolaires dichloromethanique et éthérique ont produit des zones
d’inhibition plus grandes que celles obtenues avec les extraits polaires méthanolique et
aqueux. Ceci peut étre du a leur contenu en lipides. Selon bekker et Gluchencova (2003), les
lipides des fruits de la famille Elaeagnaceae ont des activités biologiques importantes
démontrées. Notre résultat corrobore avec celui obtenu par Khan qui a démontré que
I’extraction des principes actifs par un solvant comme le DCM augmente | activité
antibactérienne (Diallo, 2005)

De plus, le solvant utilisé pour dissoudre les résidus secs de ces extraits organiques
(DM SO) n’a donné aucune zone d’inhibition.

L’extrait dichlorométhanique s’est révélé plus actif sur les grams positives seulement,
Staphylococcus aureus (15,71mm).

Les diamétres d’inhibition pour I’extrait éthérique avec les souches S aureus, P.
aeruginosa varient de 9,32 mm a 13,84 mm avec S. aureus comme espéece la plus sensible et
P.aeruginosa comme espéece la moins sensible. Ce résultat est en accord avec celui de sabir et
al, (2007) qui a étudié I’activité antibactérienne des fleurs et des fruits de | ’Elaeagnus
umbellata et qui atrouveé que I’extrait étherique est efficace contre P.aeruginosa, Saureus.

Pour les souches E. coli salmonella thyphimurium, aucune zone d’inhibition de
croissance n’a été constatée autour des disques, ce qui montre la résistance de ces souches.
Cette derniére est due a la différence de la structure de la paroi cellulaire entre les bactéries
gram positives et les bactéries gram négatives (Ali-Shtayeh et al, 1998).

L extrait aqueux du fruit de I'Elaeagnus angustifolia a donné une faible activité avec S
aureus (7mm), contrairement, I’extrait aqueux de baie d’Elaeagnus umbellata inhibe
fortement la croissance de la bactérie E. coli, S. aureus. Ce qui explique que I’activité
antibactérienne varie d’une plante a une autre et d’un germe a l’autre (Y ameogo, 2003)

La souche fongique Candida albicans a montré une résistance avec tous les extraits de

notre fruit.
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Tableau XVI1. Résultats de I’activité antimicrobienne du fruit de I'Elaeagnus angustifolia

Extraits ~ Staphylococcus Escherichia Pseudomona Salmonella Candida
aureus coli aeruginosa thyphimurium albicans
Ep 13,46+0,8 - 9,32+0,57 - -

DCM 15,71+2,42 - - - -
Met 10,57+0,81 - 11+1,4 - -

Aq 7,5£0,7 - 8+0,0 - -

Les valeurs sont une moyenne de 2 & 3 essaistSD (les zones sont mesurées en mm)
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Zones d’inhibition de I’extrait DCM sur Saureus Zones d’inhibition de I’extrait Met sur P aeroginosa

Zones d’inhibition de I’extrait Ep sur P aeroginosa

Zones d’inhibition de I’extrait DCM sur Saureus

Figure 26. Zones d’inhibition des extraits éthérique et dichlorométhanique sur Saureus
P aeruginosa.
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5.2. Test del’activité antioxydante
5.2.1. Teste du blanchissement du p-caroténe

Dans ce test, I’oxydation de I’acide linoléique génere des radicaux peroxydes suite a
I’abstraction des atomes d’hydrogéne a partir de groupements méthylénes de I’acide
linoléique. Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le B-caroténe hautement insaturé
entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie spectrophotométriquement a
490 nm. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres
dérivés de I’acide linoléique et donc prévenir |I’oxydation et le blanchissement du B-caroténe.
La cinétique de blanchissement du B-caroténe en absence et en présence des extraits de
L'Elaeagnus angustifolia, des antioxydants standards et les activités antioxydantes relatives
(AAR) sont représentés dans les Figures 28 et 29.

D’aprés ces résultats, il est évident que le BHT et les différents extraits testés du
fruit de I'Elaeagnus angustifolia inhibent d’une maniére significative (p<0,05) I’oxydation
couplée de I’acide linoléique et du B caroténe par rapport au contrble négatif qui représente
100% de la peroxydation. Les extraits méthanolique et agueux montrent la plus grande
activité inhibitrice. Etant donné qu’il n’existe pas une différence significative entre ces deux
extraits, dont leurs activités antioxydantes relatives sont de 44,82% et de 41,49%
respectivement, mais ces AAR restent significativement inférieures (p<0,001) a celle de BHT.
L’AAR de I’extrait Aq (41,49%) est gatistiquement similaire a celle de I’extrait DCM
(35,34%). Nous notons aussi que I’extrait éther de pétrole représente I’extrait le moins actif
(32,17%) qui est similaire aI’AAR de DCM. En comparaison avec le BHT, I’extrait Met est
2.2 fois moins actif que le BHT, alors ce dernier est 1,4 fois plus actif que I’extrait &hérique.

L activité antioxydante des extraits polaires pourrait s’expliquer par leur richesse en
substances polyphénoliques. De nombreuses éudes ont déja montré les propriétés
antioxydantes des flavonoides et des tanins (Ferrari, 2002). Les noyaux phénoliques des
antioxydants agissent en neutralisant les radicaux libres des lipides et du peroxyde
d’hydrogene, devenant aussi des radicaux libres phénoxyle qui existent sous trois formes
interchangeables (figure 27), celles —ci normalement restent stables, c’est-a-dire ne
provoquent pas de peroxydation ultérieure (Dacosta, 2003).

Un extrait qui retarde ou inhibe le blanchissement du p-caroténe peut étre décrit comme un
piégeur de radicaux libres et comme un antioxydant primaire (Liyana-Pathirana et a ., 2006).
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Figure 28. Cinétique de blanchissement du B-carotene a 490 nm en absence et en présence des

extraits du fruit de | ’'Elaeagnus angustifolia et du BHT

(Chague valeur représente la moyenne de trois essais).
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Figure 29.Activité antioxydante relative des extraits du fruit de | ’Elaeagnus
angudtifolia et du BHT dans le systeme acide linol éque/p-carotene(Les valeurs sont
la moyenne de trois mesures, les barres avec les lettres différentes indiquent des
activités significativement différentes (p<0,05).

5.2.2. Effet scavenger du radical DPPH

Pour détecter I’activité antiradicalaire des différents extraits du fruit de |’Elaeagnus
angustifolia, nous avons utilisé le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH), un radical stable,
violet en solution et présentant un maximum d’absorption caractéristique a 517 nm. Le
protocole appliqué en routine repose sur la disparition de ce maximum lorsgque le DPPH est
réduit par un compose a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration selon la

réaction suivante :

. 0
*@?@ 0y

DPPH" Radical libre (couleur violet) DPPH-H Forme réduite (couleur jaune)

DPPH" +AH—-DPPH-H+A

Figure 30. Réaction d’un antioxydant avec le DPPH (Molineux ,2004).
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Les profils d’activité antiradicalaire obtenus révélent que les extraits possedent une
activité antiradicalaire dose dépendante, les ICso de chacun des différents extraits ont été
déterminées. Pour mieux caractériser le pouvoir antiradicalaire, deux autres parametres sont
introduits :

- Calcul de ’ECsp qui prend en considération la concentration de DPPH dans le milieu
réactionnel [concentration effective a 50%, ECso = (1Cso/mg de DPPH/mI)]
- Calcul du pouvoir antiradicalaire (APR) qui est inversement proportionnel a I’ECs
(APR = 1/ECsp) (Prakash et al., 2007).
TableauXVII1. Activité antiradicalaire des extraits du fruit d ’Elaeagnus angustifolia

1 Cso (g /ml) ECso (g /ug DPPH) APR
Quercétine 0,44+0,00 0,02 + 0,00 50+0 00
BHT 4,47+1,00 0,21+0,04 4,77+1,09
M et 808,81+31,60 40,44+1,58 0,02+0,00
Aq 678,46+87,14 33,92+4,35 0,02+0,00
DCM 1065+188,49 53,25+7,42 0,018+0,002

Ep - - -

A des fins comparatives, deux antioxydants standards sont utilisés, la quercétine et le
BHT, ils ont montré une activité antiradicalaire puissante avec des ICs, de I’ordre de
4,47ug/ml et 0,44 pg/ml et des APR de I’ordre de 4,77 et 50 pour le BHT et la quercétine
respectivement dont le pouvoir antioxydant de la quercétine est 10,4 fois plus actif que celui
de BHT.

Parmi les quatre extraits du fruit de |’Elaeagnus angustifolia, I’extrait aqueux
représente I’extrait le plus actif avec une ICso de I’ordre de 678,46pg /ml et un APR de 0,02
suivi par I’extrait Met avec une 1Csp de 808,81ug/ml et un APR de 0,02.

L activité antiradicalaire de ces extraits pourrait sexpliquer par la présence des tanins
et des flavonoides qui sont détectés uniquement dans les extraits polaires de notre éude (tests
préliminaires, dosage). En effet les flavonoides et les tanins sont des piégeurs de radicaux
libres (Diallo, 2005). Par ailleurs, Uchida et ses collaborateurs suggerent que les tanins ont
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une action de piégeage radicalaire sur le radical 1-1 diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (De
Bruyneet a ., 1999).

Par contre I'extrait apolaire (DCM) montre une trés faible activité antiradicalaire avec
une 1Csp 1065 pg/ml et un APR de 0,018, ce qui montre que les antioxydants apolaires sont
inactifs vis-a-vis le DPPH. Alors pour I’extrait éthérique, le pouvoir antiradicalaire n’atteint
méme pas 50% (Figure 33).

En comparaison avec les antioxydants standards, tous les extraits testés s’averent
moins actifs. L’examen de ces résultats permet de mettre en évidence une corrélation linéaire
significative (r>=0, 90, p<0,05) entre I’activité antioxydante relative (test au DPPH) et le
pouvoir antiradicalaire (Test du blanchissement du p-carotene) (Figure 34).

BHT Quercétine
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Concentration (pg/mi) concentration(ug/ml)

Figure 31. Activité antiradicalaire des standards la quercétine et le BHT

(Chague valeur représente la moyenne de deux essais)
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Figure 32.Activité antiradicalaire des extraits polaires du fruit de I'Elaeagnus

angustifolia
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Figure 33 .Activité antiradicalaire des extraits apolaires du fruit de I'Elaeagnus angustifolia
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Figure34. Corrélation linéaire entre le pouvoir antiradicalaire et le pourcentage de I’ activité

antioxydante relative (p<0,05).
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Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés aux effets antibactérien et

antioxydant des différents extraits du fruit de | ’Elaeagnus angustifolia

Du point de vue phytochimique, nous avons réalisé une extraction générale dont le
plus grand rendement est observé avec I’extrait agueux (30,46 %) par contre le plus faible
rendement a été obtenu avec les extraits éther de pétrole et de dichlorométhane (0,35 ; 0,40)
respectivement.

S’agissant des réactions de caractérisation, nous avons révélé la présence des
flavonoides et des tanins condensés dans les extraits polaires et leur absence dans les extraits
apolaires du fruit de | ’Elaeagnus angustifolia. Cependant, les alcaloides sont absents dans
tous les extraits.

La Chromatographie sur couche mince nous a permis de révéler un flavonoide qui est la
rutine mais ce résultat reste relatif.

L’analyse des différents extraits dans le fruit de I’Elaeagnus angustifolia par HPLC a
montré la présence de quelques composés phénoliques tels que la catéchine et I’acide caféique
dans I’extrait méthanolique alors que pour I’extrait aqueux, nous avons détecté la présence de
I’acide tannique. Dans I’extrait DCM, cette analyse a montré la présence de I’acide tannique
et I’acide caféique.

Le dosage des flavonoides et des tanins nous a permis de confirmer les réactions de
caractérisation, en ce qui concerne la présence des substances dans les extraits polaires et leur
absence dans les extraits apolaires.

Concernant I’analyse quantitative des polyphénols totaux, nos résultats montrent que
I’extrait méthanolique est riche en polyphénols avec une teneur de 3,94+ mg EAG/g
d’extrait par rapport aux autres extraits suivis par I’extrait dichlorométhane avec une teneur
de 2,9+ 0,7mg EAG/g d’extrait respectivement. Cependant, nous avons remarqué une faible
teneur en polyphénols dans I’extrait éther de pétrole.

Selon les résultats obtenus, nous avons remarqué que le fruit de I’Elaeagnus
angustifolia semble avoir des propriétés antibactériennes. Les tests effectués sur les bactéries
ont donné quelques résultats positifs dont I’extrait dichlorométhane (DCM) a montré le plus
d’efficacité avec un diamétre de 15,71 mm sur la souche Saphylococcus aureus. L’extrait

éther de pétrole a montré aussi une activité antibactérienne sur les deux souches



(Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. Les extraits méthanolique et aqueux
sont eux qui présentent la plus évidente activité

Par contre le test antifongique, tous nos extraits ne seraient pas actifs sur la souche
fongique Candida albicans.

Bien sur, ces résultats obtenus in vitro ne constituent qu’une premiére étape de
recherche de nouveaux produits antimicrobiens et naturels. Des études complémentaires
devant pouvoir confirmer les performances mises en évidence.

Concernant I’activité antioxydante des différents extraits du fruit de | ‘Elaeagnus
angustifolia, nous avons utilisé deux méthodes ; le test de blanchissement de - carotene et le
test au DPPH qui ont révélé que les extraits polaires sont les extraits les plus actifs alors que
les extraits apolaires sont moins actifs.

En effet, les résultats obtenus au cours des différents dosages, des réactions de
caractérisation et des tests biologiques ont permis de confirmer I’utilisation traditionnelle de
I’Elaeagnus angustifolia.

Il s’avéraindispensable de pouvoir approfondir les études sur les conditions
biochimiques et autres activités biologiques afin d’envisager la formulation d’un médicament
traditionnel amélioré dans le futur.

Enfin, nous recommandons une culture des plantes médicinales et alimentaires pour
permettre ala population d’avoir des médicaments et des denrées alimentaires moins chers et

d’éviter ladisparition de certaines especes intéressantes.
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Résumé

Dansla présente étude, les activités antimicrobiennes et antioxydantes ont éé évaluées
dansles extraits du fruit de | ’Elaeagnus angugtifolia. L ’analyse qualitative (CCM, HPL C) des
différents extraitsa montré la présence des flavonoides et destanins. L esteneurs des extraitsen
polyphénolstotaux, en taninscondenseés et en flavonoides ont &é aussi déter minées.

L ’analyse quantitative a montré que I’extrait méthanolique est riche en polyphénols
totaux avec uneteneur de 3,94+ 0,07 mg E AG/g d’extrait suivi par les extraits
dichlorométhane et aqueux avec desvaleursde 2,9+ 0,7 mg E AG/g d’extrait et de 2,32 + 0,48
mg EAG/g d’extrait.

Le dosage par spectrophotométrie des flavonoides et des tanins a montré la présence de
ces substances dans les extraits polaires et leur absence dans les extraits apolair es.

L effet antibactérien des extraits du fruit de |’Elaeagnus angustifolia est réalisé par la
méthode de diffusion sur gélose. L esrésultats obtenus ont montré un meilleur effet antibactérien
des deux extraits (DCM, Ep)

Letest de I’activité antioxydante (test de blanchissement de B- caroténe, test au DPPH) a
révélé que les extraits polaires sont les plus actifs.

Mots clés: Elaeagnus angustifolia, effet antimicrobien, activité antioxydante, extraits polaires
(Ag,Met), extraits apolaires (Ep,DCM)

Abstr act

In This Works, the antimicrobial activity and antioxidant activity are evaluated of fruit
from I’Elaeagnus angustifolia.the qualitative analysis (CCM, HPLC) of different extracts
showed the presence of flavonoids and tannins.

Also total phenalic content, associates tannins and flavonoids are determined in this
extracts.

The quantitative analysis are showed that the height content of total phénolic was
concentrated in the methanolic extract with 3,94+ 0,07 mg EAG/g of extracts, in the second
level the Aqg extract and DCM extract with 2,9+ 0,7 mg EAG/g of extracts and 2,32 + 0,48 mg
EAG/g of extracts respectively .

The content of flavonoids and associates tannins was determined specrophotométrically
and showed the presence of these in the polar extracts (Met and Aq) and their absencein apolar
extracts (DCM, Ep).

Antibacterial effect was realized by the disc diffusion method, the results obtained showed
by the (DCM, Ep) have the highest antibacterial effect.

The assay of antioxidant activity (B-carotene bleaching assay, the DPPH test) revealed the
antioxidant capacity of the polars extracts.

Key words: Elaeagnus angustifolia, Antibacterial effect, antioxidant activity, polar extracts,
apolar extracts
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