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Introduction

Les plantes médicinales sont & la fois un produit fini destiné a la consommation et

une matiére premiere pour 1’obtention de substances actives, Elles représentent une
source de revu non négligeable pour de nombreuses populations, possédant bien des

vertus thérapeutiques démontrées par I’expérience.

Le continent africain est un des continents dotés d’une biodiversité la plus riche

dans le monde. L’Algérie possede une richesse floristique considérable, ce potentiel de
plantes médicinales comporte des milliers d’espéces présentant divers intéréts et
constituent un axe de recherche scientifique et plus particulierement dans le domaine des

substances naturelles (Aberkane, 2006).

£’ aubépine monogyne (Crataegus monogyna Jacq), un fruit trés apprécié par la

population algérienne et notamment les enfants, est une plante médicinale couramment
utilisée en phytothérapie pour ses propriétés seédatives, vasculoprotectrice et anti-

oxydantes (Bahorun, 1997).

Les substances naturelles issues de ce fruit ont des intéréts multiples mis a profit

dans I’industrie, en alimentation et en cosmétologie, parmi ces composés on retrouve
dans une grande mesure des métabolites secondaires qui sont surtout illustrés en

thérapeutique (Bahorun, 1997).

La présente étude a porté sur la recherche de constituants chimiques et sur

I’évaluation in vitro de I’activité biologique des extraits organiques et de I’extrait
aqueux, préparés a partir de la partie comestible de Crataegus monogyna. Pour cela nous

nous sommes fixés les objectifs suivants :



e Analyse quantitative et qualitative du contenu en polyphénols, en flavonoides et en
tanins des différents extraits de Crataegus monogyna.

e Evaluation de I’effet anti-lipoperoxydant des extraits en utilisant le systéme acide
linoléique- B carotene.

e Evaluation du pouvoir piégeur des différents extraits vis-a-vis d’un radical libre
relativement stable (DPPH).

e Evaluation de I’activité antibactérienne et antifongique des extraits par la méthode

de diffusion en milieu solide.

7lotre travail sera reparti en deux parties, initié par une revue bibliographique ou

nous apportons des données générales sur I’espéce étudiée, des généralités sur
I’oxydation et les antioxydants et en fin des généralités sur trois métabolites secondaires
(Coumarines, flavonoides et tanins). La seconde partie rapporte les méthodes analytiques

utilisées et les résultats obtenus ainsi que leur discussion.
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Chapitre 1

Données Générales sur [ Aubépine monogyne




I.1. Etymologie
Crataegus monogyna Jacq., du grec Krataigos (fort, résistant) et monogyna (souligne la

particularité de sa fleur a n’avoir qu’un seul pistil) (Aymonin, 1993 ; Mazzocchi et al., 1999) ;
couramment appelé Aubépine monogyne est une plante de la famille des Rosacées. Cette famille
est constituée de 100 genres dont 200 espéces de Crataegus (Crete, 1965 ; Domnez, 2004).
I.2. Origine

Originaire de toute ’Europe jusqu'en Afghanistan, I’aubépine monogyne est la plante la
plus commune de toutes les especes de haie, idéale a cet égard en raison de ses rameaux denses
et épineux et de sa résistance (Mitchetti, 1992 ; Edin et Nimmo, 1999). Elle est actuellement
répandue dans toute les régions tempérées de I’hémisphére nord ou elle s’installe volontiers a la
lisiére de boisés (Pittler et al., 2003).

I.3. Description botanique

Crataegus monogyna, est un arbuste de 4 a 10 metres de hauteur, a écorce lisse gris pale,
puis brune et écailleuse (Gire, 2000). Les feuilles d’un vert brillant ont 5 & 7 lobes aigus et
écartés. Les fruits (cenelles) ovoides (de 8 a 10 mm), ont une chaire farineuse et douceatre ; ils
renferment une seule graine, lisse et luisante. Ils prennent une couleur rouge sombre a
maturité(en Septembre). Les fleurs, trés abondantes en mai, blanches, ont une odeur vive plut6t

désagréable (Bruneton, 1993 ; Chevalier et Crouzet-Segarra, 2004).

Figure 1. Fruit, fleurs et  feuilles de  Crataegus monogyna  Jacq.

www.plant-identification.co.uk (Consulté le 12.11.2008).

I.4. Exigences climatiques
L’aubépine monogyne s’accommode a tous les terrains, mais elle préfére les sols calcaires et

se satisfait des plus secs. Cette espece préfere les emplacements ensoleillés, a terre 1égeére qui ne



contient pas beaucoup d’argile, elle peut se développer dans les sols acides, neutres et méme
alcalins (Aymonin, 1993).

L.5. Position dans la systématique

Selon Messaili (1995), la classification botanique est la suivante :

e Embranchement : Spermaphytes

e Classe : Dicotylédones

e Sous classe : Dialypétales

e Ordre : Rosales

e Famille : Rosacées

e Genre : Crataegus

e Espéce : Crataegus oxyacantha L.

ssp. monogyna Jacq.

I.6. Aires de répartition

Dans le monde, Crataegus monogyna occupe une aire trés vaste comprenant toute 1’Europe,
I’Afrique du Nord et 1’ Asie occidentale jusqu'a I’Inde, et se trouve dans toute la France surtout le
Midi (sud de la France) (Aymonin, 1993 ; Brosse, 2000 ; Koyuncu et al., 2007). En Algérie, elle
est commune dans les forets et les maquis de I’Atlas Tallien, elle peut étre confondue avec

d’autres especes (Temani, 1993, cité par Farhat, 2007).

I.7. Chimie de la plante

1.7.1 Composition en métabolites primaires

Tableau 1. Constituants chimiques de la partie comestible du Crataegus monogyna (Herrara,
1984).

Fraction Teneur

(g/100g de matiére séche)

Protéines 2.5
Lipides 23
Eléments K 1.25
minéraux Ca 0.44
Mn 0.33
Mg 0.06
P 0.05




Tableau 2. Composition chimique de la partie charnue du fruit de Crataegus monogyna
(Saadoudi, 2007 ; Boudraa, 2007).

Fraction Teneur Référence
Glucides (g/10 Sucres solubles 11.45+0.33 Saadoudi, (200§
de matiere sechq  Sucres réducteurs 7.86+0.13

Saccharose 3.59+0.45

Cellulose 11.40 +0.91

Pectines 1.60 + 0.91
Eléments Calcium 414.18 +4.03 Boudraa, (2008)
minéraux Magnésium 156.52 £15.43
(mg/100g (  Sodium 31.20 £ 0.00
matiére séche) Phosphore 20.09 + 4.03

Potassium 1694.80 +31.71

Cuivre 0.31+0.10

Fer 4.09 £0.03

Manganese 1.52+0.25

Zinc 0.32+0.01

Cobalt 0.17+0.02

Plomb 0.31+0.07
Vitamines (n] Tocopherol 0.79+0.09 Boudraa, (2008)
%) Carotenoides 1.37+0.00

Vitamine C 4.07+0.69

Thiamine 0.05+0.00

Pyroxidine 0.012

Biotine (ng/g) 0.031




Le tableau ci-dessous résume les propriétés chimiques de 1’aubépine « Crataegus spp»
démontrées par 1’équipe d’Ozcan (2005) en Turquie :

Tableau 3. Propriétés chimiques de I’aubépine « Crataegus spp » (Ozcan et al., 2005)

Fraction Teneur
Taux d’humidité % 64.26
Protéines brutes % 2.48
Huile brute % 0.87
Cellulose brute % 4.67
Cendres totales % 2.28
Cendres insolubles dai  0.0012.
HCL. %
Elements Ca 03046.37
minéraux K 13539.96
(ppm) Mg 01502.55

Na 00312.18

P 01477.88

Fe 32.77

Se 0.56

Cr 1.10

1.7.2. Composition en métabolites secondaires

Dans la partie charnue de Crataegus monogyna ont été décelés les constituants suivants (Garcia
et al., 1997 ; Bruneton, 1999 ; Chang et al., 2002 ; Degenring et al., 2003 ; Urbonaviciuté et al.,
2006 ; Svedstroma et al., 2006).

e Acides phénoliques (1-2%);
¢ acide chlorogenique ;
¢ acide caféique.

e Flavonoides (2-3%);

% Vitexin ;
¢ Quercetine ;

+ Vitexine 2 rhamnoside.

e Tanins.



e Coumarines.
e Tritepenes et acides triterpénique.

e Huile essentielle (trace).

1.8. Données pharmacologiques

Crataegus monogyna est une plante couramment utilisée en phytothérapie et inscrite a la
pharmacopée frangaise pour ses propriétés sédatives, vasculoprotectrices et antioxydantes
(Bahorun, 1997).

Bien que traditionnellement, les fruits de I’aubépine fussent employés pour le traitement des
troubles cardiaques d’origine nerveuse, les extraits actuels sont presque exclusivement préparés
avec les feuilles et les fleurs de I’arbuste (Degenring et al., 2003).

Les sommités fleuries ont une action sédative sur le systéme nerveux et une action régulatrice
sur le systéme cardio-vasculaire; elles corrigent les troubles du rythme cardiaque; elles sont
hypotensives et antispasmodiques au niveau des muscles lisses vasculaires. Ces actions
neurosedatives, cardiosedatives, vasodilatatrices et antispasmodiques peuvent étre utilisées dans
les insomnies, le nervosisme, 1’émotivité et le surmenage (Girre, 2000 ; Veveris et al., 2004,
Cuit, 2006). Les fruits sont Iégerement astringents et s’emploient en gargarisme contre les maux
de gorge (Beloued, 1998).

Les décoctions des feuilles et des fruits de Crataegus aronia sont utilisées pour traiter les
maladies cardiovasculaires, le diabéte, le cancer et I’impuissance sexuelle dans la médecine
arabe traditionnelle (Ljubuncic et al., 2005).

L’activit¢ antioxydante, anti-inflammatoire, hypotensive des extraits alcooliques de
I’aubépine (fruits, fleurs et feuilles) a été prouvée in vitro (Bahorun et al., 1996 ; Fong et
Bauman, 2002 ; Maria et al., 2005). Des études réalisées in vitro ont démontré que les extraits a
base de procyanidines de I’aubépine aident a réduire le niveau du cholestérol et a diminuer le
taux des triglycérides (Chang et al., 2002 ; Zhang et al., 2006 ; Svedstroma et al., 2006).

Des expériences réalisées in vivo par Zhang et ses collaborateurs (2004) ont démontré que
I’administration de I’extrait  obtenu a partir de la partie charnue des fruits du genre Crataegus
augmente la concentration du o Tocophérol et inhibe I’oxydation des LDL(Low Density
Lipoprotein) humains.

Les acides phénoliques de ’aubépine ; acide crategique, acide chlorogenique, acide tartrique
et I’acide triterpinique augmentent et favorisent 1’écoulement du sang. L’acide citrique équilibre
les niveaux de 1’acidité du corps, et favorise la fonction digestive en augmentant la production de

la bile (Davie, 2000).



En Europe, 1’aubépine a un usage interne contre la tachycardie (Garcia et al., 1997 ; Sparska
et Martin, 1999). Cette plante a également des propriétés anti protozoaires (Trichomonas
vaginalis) (Girre, 2000).

L.9. Toxicité

Selon Chang (2002), I’administration par voie orale, de ’extrait alcoolique a 10%(fruits et
feuilles de 1’aubépine), pourrait entrainer une toxicité aigue avec une dose létale a 50%(DLso) de
18.5ml/ Kg chez les souris et 33.8 ml/kg chez les rats. La toxicité chronique n’a semble t’il
jamais été étudi¢e (Bruneton, 1993).

Chez I’homme, de trop fortes doses provoquent des troubles cardiaques, respiratoires
(dépression), des troubles digestifs bénins et de légeres allergies cutanées. Une consommation
excessive de fruits par de jeunes enfants pourrait produire une hypotension sévere. D’autre part,

il s’agit d’une plante allergisante par son pollen (Girre, 2000).



Chapitre 2

Oxydation et Antioxydants




II.1.Définition d’un radical libre

On définit comme radical libre (RL), n’importe quelle molécule indépendante contenant un
ou plusieurs électron(s) non apparié(s) (Christopher et al., 1995). Les radicaux libres (RLs) sont
trés instables et réagissent rapidement avec d’autres composants, essayant de capturer 1’électron
nécessaire pour acquérir de la stabilité. Une « réaction en chaine » débute lorsqu’un RL attaque
la molécule stable la plus proche en lui « volant » son électron, et la « molécule attaquée »
devient alors elle-méme un RL (Martinez-Cayuela, 1995). Bien que le terme de radical libre ait
souvent été assimilé a une espéce réactive ou un oxydant, il est important de signaler que tout les
radicaux libres ne sont pas forcement des oxydants. De méme que tous les oxydants ne sont pas
des radicaux libres (Anderson et al., 1996 ; Fosting, 2004).

Présent dans ’air pour environ une partie sur cing, I’oxygene est indispensable a la vie de la
plupart des étres vivants, Il posséde deux électrons non appariés, Ceci explique sa grande
réactivité ; cependant, la plupart des réactions oxydatives qu’il est susceptible de provoquer
spontanément dans un organisme humain sont extrémement lentes, Il est donc peu toxique par
lui-méme (Dacosta, 2003). Mais sous 1’action des radiations ionisantes, de rayon UV, de métaux
de transition « fer, cuivre...etc. » ou au cours de certaines réactions enzymatiques, des formes
hautement réactives de 1’oxygeéne apparaissent, on les désigne souvent comme especes réactives
de I’oxygene (ERO) ou reactive oxygen species (ROS) selon la terminologie anglaise. Cette
appellation inclut les radicaux libres de 1’oxygeéne proprement dit (Le radical superoxyde ;
hydroxyle ; I’oxyde nitrique) mais aussi certains dérivés oxygénées réactifs non radicalaires
(peroxyde d’hydrogene ; I’oxygeéne singulet ; I’anion  hypochlorite ; le peroxynitrite) dont la

toxicité est importante (Novelli, 1997 ; Bartosikova et al., 2003).

I1.2. Différents type des ERO

(Le symbole e indique la présence d’un électron célibataire.)

+ L’anion -radical superoxyde (O°;) est issu de la réaction de I’oxygéne avec un électron,
souvent au niveau de la chaine de transport d’électrons de la membrane mitochondriale ou au
cours de la lutte des leucocytes contre les bactéries et les virus. Il semble étre impliqué dans la

protéolyse non enzymatique du collageéne.



+ Le peroxyde d’Hydrogéne (H,O;), provient d’une réaction entre deux anions
superoxyde qui met fin au processus radicalaire. IL s’agit d’'un oxydant beaucoup moins
puissant.

+ Le radical hydroxyle (HO"), est le produit de la réaction du peroxyde d’Hydrogéne avec
les ions métalliques comme par exemple le fer. Avec une demi-vie de I’ordre de la
nanoseconde, le radical hydroxyle est le plus instable et le plus réactif de toutes les especes
dérivées de I’oxygene.

+ L’oxyde nitrique (NO® ), produit par la NO synthétase, est un vasodilatateur
physiologique et joue aussi un role de messager interneuronal. Il peut avoir un role néfaste.

+ L’oxygeéne singulet (‘O,) est produit en présence de rayonnement UV ou par les
leucocytes. 1l est a I’ origine du vieillissement cutané, de la cataracte, de la dégénérescence
musculaire liée a I’age et de certains cancers de la peau.

+ L’anion hypochlorite (CIO") est produit a partir du peroxyde d’hydrogéne par la
my¢éloperoxydase (MPO). Il n’est présent que lors d’infections.

+ Le peroxynitrite (ONOQ) est issu de la réaction entre (0°2) et (NO® ) .Trés néfaste
pour les protéines et les genes, il est impliqué dans 1’athérosclérose, la polyarthrite

rhumatoide (Potterat, 1997 ; Dacosta, 2003, Hennebelle, 2006).

En I’absence d’agression extérieure particuliere d’origine chimique ou radiative, les ERO
sont produites physiologiquement a cause d’imperfection au niveau de la gestion de I’oxygene
dans des processus comme la respiration mitochondrial., la phagocytose (au cours de laquelle
survient une « flambée respiratoire ou choc respiratoire»), qui entraine la production d’anion
superoxyde, peroxyde et hypochlorite, toxique pour les agents infectieux mais aussi pour les
cellules humaines (Catalano et al., 2005). L’activité de certaines enzymes cytoplasmique comme
par exemple la xanthine oxydase conduit également a la formation des ERO (Fridovich, 1970 ;

Hennebelle, 2006).

¥anthine oxydase

Xanthine +20,+H 0 3 Acide urique + 20; + 2H

Les ERO sont également générées sous l’effet de stress environnementaux comme la
pollution, I’exposition prolongée au soleil, I’absorption d’alcool ou de médicaments, 1’effort
intense et prolongé, ainsi que le tabagisme (une bouffée de cigarette contient environ 10'*

radicaux) (Panda et al., 1999 ; Pincemail et al., 2002 ; Fiorucci, 2006). Dans les circonstances



normales, cette surproduction est parfaitement maitrisée par des systémes de défense donc la
balance antioxydant/pro-oxydant est en équilibre.
I1.3. Stress oxydant

Le stress oxydant est le déséquilibre entre la génération des ERO et la capacité du corps a
les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs, ce déséquilibre a pour conséquences
I’apparition de dégats souvent irréversibles pour les cellules (Aravodis, 2005). Les cibles
biologiques les plus vulnérables a cet endommagement oxydatif sont: 1’acide
désoxyribonucléique (AD N) (modification des bases, cassure des brins) (Rehman et al., 1999),
les protéines (modification structurales et fonctionnelles) et les lipides (peroxydation lipidique)
(Hu et al., 2005).

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreux désordres et maladies : athérosclérose
(Ko et al., 1998 ; Harrisson et al., 2003), la cancérogenése (Hussain et al. 2003 ;Klaunig et
Kamendulis,2004), 1’arthrite, I’asthme, la maladie de Parkinson, la maladie d’Alzheimer, le
mongolisme (Cavin, 1999), les maladies cardiovasculaires, arthrose, cataracte, le diabéte, chute
de cheveux et le vieillissement (Tohda et al., 2004; Pastre et priymenko, 2007 ; Surveswaran et
al., 2007 ; Bekro et al., 2008).
I1.4.Les antioxydants

Toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible concentration comparée a celle du
substrat oxydable, retarde ou prévient de maniére significative 1’oxydation de ce substrat est
appelée antioxydant. Le terme de substrat oxydable inclut toutes sortes de molécules in vivo
(Halliwell, 1999).

L’organisme est capable, dans certaines mesures, de limiter les dommages dus aux radicaux
libres, grace a des mécanismes de défense développés au cours de 1’évolution (Hennebelle,
2006).

I1.5. Mécanismes physiologiques de I’inactivation des ERO

I1.5.1. Systéme de défense primaire

+ Les métaux susceptibles de catalyser la formation du radical hydroxyle (fer, cuivre) sont
physiologiquement séquestrés et transportés grace a des protéines comme la transferrine et
I’albumine qui agissent en tant d’antioxydants primaires (Pastre et Priymenko, 2007).

¢ Certaines enzymes ont également un role de détoxification des ERO. Le superoxyde
dismutase (SOD) convertit le radical anion-superoxyde en peroxyde d’hydrogéne, moins
toxique. Ce dernier est secondairement soit dismuté en oxygeéne et eau grace a la catalase,

soit transformé en eau lors d’une réaction couplée a I’oxydation du glutathion(GSH),

catalysée par la glutathion peroxydase(GPX). Le glutathion oxydé¢ est atoxique et peut en



outre, étre réduit par la glutathion réductase, qui a pour coenzyme le NADPH (nicotineamide
adenosine  dinucleotide phosphate sous sa forme réduite) (Lehucher et al., 2001 ;

Hennebelle, 2006) (Fig2).

Au total., le mécanisme réactionnel invoqué dans la détoxication active peut €tre résumé dans le

schéma suivant :

GSS6 2H.0
?
2GSH
TTh 0, GPX
207 Y} H,0,
Catalase
H,Q,
0, 2H.0

Figure 2. Réaction de détoxification du radical-anion superoxyde et du peroxyde d’hydrogene

(Hennebelle, 2006).

Les différents isoformes de SOD contiennent soit du manganése (SOD mitochondriale), soit
du cuivre et du zinc (SOD cytosolique), tandis que la GPX contient du sélénium. Ce n’est donc
qu’indirectement que ces métaux possedent une activité antioxydante (le cuivre est pro-oxydant
sous forme libre) (Cuvelin et Berset, 1992 ; Surveswaran et al., 2007).

Un groupe d’antioxydant constitué de plusieurs composés de faible poids moléculaire sont
capables de réagir directement ou indirectement avec les ERO. Le mécanisme indirect implique
la chélatation des métaux de transition pour empécher la production du radical hydroxyle. Les
antioxydants a action direct sont capables de donner des €lectrons a I’oxygeéne radicalaire afin
qu’ils puissent le piéger, ’empéchant ainsi d’attaquer les structures biologiques (Kohen et

Nyska, 2002, Hennebelle, 2006). Ces molécules proviennent soit de sources endogéne



(glutathion), soit exogénes apportés par I’alimentation (tocophérols, caroténoides, flavonoides

etc....) (Dacosta, 2003 ; Kohen et Nyska, 2002).

I1.5.2. Systéme de défense secondaire

C’est un systeme de protection contre les conséquences de I’oxydation des biomolécules,
comme la dégradation des protéines dénaturées par le proteasome, I’intervention de ligase et
endonucléases au niveau de I’ADN et, dernier rempart contre la cancérisation de la cellule,

I’apoptose (Catalano et al., 2005 ; Hennebelle, 2006).



Chapitre 3

Métabolites Secondaires




II1.1.Généralités

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires qui sont les protéines, les glucides et les lipides. Les métabolites secondaires sont
classés en plusieurs grands groupes : parmi ceux-ci, les composés phénoliques, les terpénes et
stéroides et les composés azotés dont les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une tres
grande diversité de composés qui possedent une tres large gamme d’activité biologique (Huang
et Ferraw, 1991 ; Aliet al.,, 2001 ; Li et al., 2007)

Les composés phénoliques forment un trés vaste ensemble de substances qu’il est difficile
de définir simplement. L’¢lément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’un
cycle aromatique portant au moins un groupement hydroxyle. (Chopra et al., 1986).

Souvent acides, les polyphénoles sont solubles dans une solution de carbonate de sodium.
Chimiquement ils sont réactifs et peuvent participer a des liaisons hydrogeénes (Louis, 2004 ;
Luthria et Mukahapadhyay, 2006). Enfin ils sont sensibles a 1’oxydation. Un faible nombre de
ces composés (quercetine, acide caféique) sont répandus mais la plus part n’ont qu’une faible
occurrence. Leur rdéle physiologique est encore incertain (Singleton et al., 1999 ; Louis, 2004 ;
Boizot et Charpentier, 2006).

Les effets bénéfiques des polyphénols sont attribués a leurs propriétés antioxydantes et a leur
capacité de capter les radicaux libres. Ces substances présentent des propriétés anticancéreuses,
antimutagénes et antibacterienne non négligeables (Meyer et Yi, 1997 ; Weissburger, 1997 ;
Redoyal et al., 2005 ; Hatano et al., 2005).

De récentes ¢études ont montré 1’effet bénéfique d’un apport de 200 mg d’extrait de thé vert,
soit 100mg de polyphénol, retarde efficacement le stress oxydant ainsi que 1’insulinorésistance et
augmente la lipolyse (Kao et al., 2002).

Parmi les composés phénoliques, dont plus de 8000 sont connus; les coumarines, les
flavonoides, les tanins, et d’autres classes existent en nombres considérables (Hu, 2005 ; Beta et

al., 2005 ; Luthria et Mukahapadhyay, 2006).

II1.2. Les coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de féve tonka (Dipterix
ordorota Wild., Fabaceae) d’ou fut isolée en 1982 (Bruneton, 1993). Le squelette de base des

coumarines est constitué de deux cycles accolés avec neuf atomes de carbone (Ford et al., 2001).

(Fig 3).



Figure 3. Squelette de base des coumarines.

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels, elles donnent une
odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché. A 1’exception des algues, ces
composé€s sont les constituants caractéristiques du régne végétal chlorophyllien. Les familles les
plus riches en coumarines sont : Légumineuse, Rutacées, Apiécées et Thymeleacées. Elles se
trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les fruits et les huiles
essentielles des graines (Guignard ,1998 ; Deina et al., 2003 ; Booth et al., 2004).

Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur
concentration et aussi selon I’espéce. Dans la cellule végétale elles sont principalement présentes
sous forme glycosylée (Hofmann, 2003), Cette glycosylation est une forme de stockage
permettant d’éviter les effets toxiques de ces molécules. Elles sont considérées comme des
phytoalexines, c'est-a-dire de métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter
contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries. Les coumarines peuvent
¢galement se trouver dans le régne animal (les glandes a sécrétion odoriférante du castor) et

chez certains microorganismes (Hofmann, 2003).

On peut classer les coumarines en cinq catégories : (Guignard, 1998 ; Deina et al., 2003 ; Booth
et al., 2004)

e Coumarines simples :

» Coumarine ;
» Ombelliferone ;

e Coumarines prenylées :

» Rutaculine ;
» Osthol ;

e Furanocoumarines :

> Furanocoumarines lineaires :

0 Bergaptene ;
0 Imperatorine ;

> Furanocoumarines angulaires :

0] Angelicine ;

o Pimpinéline.



e Pyranocoumarines :

> La visnadine

e Les coumarines peuvent également exister a I’état dimerique ou trimerique

> Dicoumarines(coumarines dimerique) :

0 Dicoumarol.

» Tricoumarines :

O Triumbellattine.

II1.2.1. Activités biologiques et intéréts pharmacologiques des coumarines

Les coumarines sont des molécules biologiquement actives, elles manifestent diverses
activités : anti-agrégation plaquettaire, anti-inflammatoire, anticoagulante, antitumorale,
diurétiques, antimicrobienne, antivirale et analgésique (Ochockda et al., 1995; Taguchi, 2000;
Ojala et al., 2000 ; Chen et al., 2004 ; Khan et al., 2005 ; Thati et al., 2007 ; Stefanova et al.,
2007).

En 1957, O’Neal et son équipe ont montré I’efficacité des coumarines pour bloquer le
cancer induit chimiquement par les radiations ultraviolettes (O’Neal., 1957). Ces molécules sont
capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux
hydroxyles, superoxyde et peroxyles (Anderson et al., 1996 ; Hu et al., 2005).

Les coumarines se révelent étre des composés thérapeutique ment promoteurs dans
I’amélioration du systéme immunitaire (action immunostimulante): 1’administration de la
coumarine et de I’umbelliferone par des malades atteints de cancers ou de brucellose a raison de
100mg par jour a provoqué une augmentation des lymphocytes T Helper dans la circulation
sanguine (Bruneton, 1993 ; Stefanova et al ; 2007).

Une activité antifongique significative a également été reportée pour certaines coumarines.
Dans leurs études in vitro, Degre et son équipe ont montré que les coumarines paralysent la
croissance de Saccharomyces servisiae. Pour I’activité antibactérienne, les coumarines sont
efficaces contre les bactéries a Gram positif (Cottiglia et al., 2001 ; Laure, 2005 ; Khan et al.,
2005).

Aprées stimulation par des rayonnements ultra-violets de grande longueur d’onde (365 nm),
certaines furanocoumarines ont la propriété de stimuler fortement la synthése de mélanine par les
mélanocytes cutanées, a travers une augmentation de leur activité mitotique. Cette propriété a
été exploitée par les égyptiens pour le traitement de la dépigmentation (Bruneton, 1993). Par
ailleurs, des chercheurs espagnols ont évalué 1’activité anti-VIH de onze composés dérivés de la

4 phenyl coumarine isolés de I’espéce Marila pluricostata (Redoyal et al., 2005).



I convient d’ajouter que les furanocoumarines sont impliquées dans bien d’autres
mécanismes biologiques que nous ne pouvons décrire ici, mais qui constituent des pistes de
recherches pour le traitement de maladies comme la sclérose en plaque et la dépression
(Veselovskaya et al., 20006).

I11.2.2 Toxicité des coumarines

La coumarine n’est pas toxique en soi, elle peut étre convertie par les champignons, en une
toxine le dicoumarol qui est typiquement présent dans le foin moisi; chez le bétail, le
dicoumarol provoque des hémorragies fatales en inhibant la vitamine K qui est un facteur de
coagulation du sang (Schorderet, 1992 ; Repcak et al., 2001; Khan et al., 2005).

Chez ’homme la consommation des especes végétales qui renferment des furanocoumarines
linéaires ou angulaires provoque, s’il est accompagné d’une exposition a la lumicre solaire, une
dermite phototoxique d’intensité variable allant du simple érythéme jusqu'a 1’apparition de
bulles et de vésicules au niveau des zones exposées, quelques jours apres le contact, les zones
touchées présentent une hyperpigmentation (Bruneton ,1999).

Les furanocoumarines linéaires peuvent étre le support de cycloaddition avec les bases
pyrimidiques de ’ADN ou de I’ARN, la duplication des brins est alors bloquée ainsi que la
traduction des ARN. Cette propriété est souvent invoquée pour expliquer les caractéres

mutagenes et carcinogenes de ces molécules (Bruneton, 1999).
II1.3. Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasi universels des végétaux, souvent responsables
de la coloration des fleurs et des fruits. Ils existent le plus souvent a 1’état naturel sous forme
d’hétérosides : les flavonosides. Ils sont tres largement répandus dans le régne végétal (les fruits,
les 1égumes, les graines ou encore les racines des plantes) (Fiorucci, 2006). Les familles les plus
riches en flavonoides sont : Fabacées, Myrtacées et Polygonacées (Ghestem et al., 2001).Tous
les flavonoides (plus de 6000 structures) possedent le méme élément structural de base : le noyau
flavane constitué de deux noyaux aromatique A et B et d’un hétérocycle oxygéné central C

(Bruneton, 1999 ; Reynaud et Lussignol, 2005) (Fig. 4).
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Figure 4. Définition des différents types de flavonoides a partir du squelette flavane.
(Dacosta, 2003 ; Louis, 2004).

IT1.3.1. Activités biologiques et intéréts pharmacologiques des flavonoides

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine
médical ou on leur reconnait des activités antivirales, antispasmodiques, antitumorales,
antiagrégation plaquettaires, antiallergiques, hypocholestérolémiantes, antiinflammtoires,
antihypertensives et antimicrobiennes (Das et al., 1994 ; Formica et Regelson, 1995; Tijburg et
al., 1997 ; Groot, 1998 ; Yochum et al., 1999 ; Tahrouch et al., 2000 ; Kim et al., 2004 ;
Cushine et Lamb, 2005 ; Arses et al., 2005 ; Kini et al., 2008). Certains flavonoides (notamment
du soja) ont un effet préventif sur le cancer du sein, de la prostate et 1’ostéoporose (Besle et al.,
2004).

Des études suggerent un role protecteur des flavonoides contre les maladies coronariennes,
en empéchant le dépot de graisses sur les parois des artéres. Ces travaux ont été initiés dans les

années 1990 et des lors les chercheurs ont tenté de mieux comprendre les mécanismes d’action



de ces molécules (Zabri et al., 2008).

Certaines manifestations du Scorbut, guéris par I’administration de jus de citron, ne le sont
pas par ’administration du seul acide ascorbique (vitamine C). Il a donc été postulé que 1’acide
ascorbique ne pouvait agir qu’en association avec un facteur, identifi¢ aux flavonoides
(Bruneton, 1993).

Plusieurs flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la 5 lipooxygénase et donc de la
production des leucotrienes médiateurs de I’inflammation et des manifestations allergiques, cette
propriété démontrée in vitro pourrait expliquer en partie les activités anti-inflammatoires et
antiallergiques des flavonoides (Bruneton, 1993).

Plus rarement, les flavonoides peuvent stimuler une activité enzymatique : c’est le cas de la
proline hydroxylase, cette stimulation favorise 1’établissement de pontage entre les fibres de
collagéne, renforgant ainsi leur solidité et leur stabilité (Bruneton, 1993).

Les flavonoides peuvent empécher le diabéte ou du moins le réduire en inhibant I’enzyme
aldose réductase. Ong et Khoo ont reporté que la myrécitine posséde un effet hypoglycémiant
chez les animaux diabétiques (Marfak, 2003).

Les flavonoides peuvent agir de différentes facons dans les processus de régulation du stress
oxydant : par capture directe des espéces réactives de 1’oxygene (ERO), par chélatation de
métaux de transition et par inhibition de certaines enzymes responsables de la production des
ERO (Tahrouche et al., 2000 ; Bartosikova et al., 2003 ; Fiorucci, 2006).

Hansaki et ses collaborateurs (1994), dans une étude sur la maladie de la goutte, ont monté
que les flavonoides peuvent agir sur I’activité de la xanthine oxydase et par conséquent, en
réduisant a la fois les concentrations d’acide urique et celle du radical superoxyde dans les tissus
humains (Marfak, 2003).

D’autres études ont montré que les flavonoides sont aussi de bons inhibiteurs d’autres enzymes
responsables de la production des radicaux libres comme la cyclooxygenase et la lipooxygenase

(Marfak, 2003).

Les flavonoides et en particulier la quercetine sont des piégeurs efficaces des radicaux
hydroxyles et peroxyde particulie¢rement impliqués dans la peroxydation lipidique (Erben-Russ
et al., 1987), ce qui est un élément important pour la protection des membranes cellulaires et qui
complete les systeémes enzymatiques de défense cellulaire (Milane, 2004)

Les flavonoides préviennent efficacement la peroxydation lipidique puisqu’ils peuvent réagir
avec la plupart des radicaux libres susceptible d’arracher un hydrogéne sur le groupement CH,

situé¢ entre les deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés, ils formeraient des especes



radicalaires intermédiaires peu réactives. De plus ils pourraient agir en chélatant les métaux de
transition tels que le cuivre et le fer (Milane, 2004).

Les flavonoides sont des puissants inhibiteurs de 1’oxydation des LDL (Low Density
Lipoprotein). Cependant, leur teneur dans les lipoprotéines est mal connue, a la différence
d’autres antioxydants incorporés dans les lipoprotéines tels que a tocophérol et le B caroténe
(Milane, 2004).

D’aprés une enquéte de Hertog et al (1993), la présence des flavonoides en quantité
importante dans 1’alimentation diminue de 68 % les risques cardiovasculaires par rapport a une
alimentation qui est faiblement pourvue.

Parmi les composés les plus antioxydant on peut citer la catéchine, la quercetine, et I’apigenine
mais aussi les acides phénoliques tels que les acide caféique et chlorogenique. Le thé est une
source importante de flavonoides, sa consommation pourrait contribuer a diminuer les taux de
cholestérol plasmatique (Imai et Nakachi, 1995) et participerait a la protection des lipoprotéines.
Cependant, les influences nutritionnelles sont toujours trés complexes et il est nécessaire de
réunir le maximum de facteurs favorables pour bénéficier des effets protecteurs potentiels de
I’alimentation.

Les flavonoides sont cependant susceptibles de se comporter comme agent pro-oxydants en effet,
plusieurs d’entre eux ont été décrits comme responsables d’auto-oxydation et de la génération de
radicaux oxygénés actifs, comme le peroxyde d’hydrogene. Ainsi ils seraient capables de réduire
le fer ferrique (Fe’") en fer ferreux (Fe") aboutissant a la formation de radicaux hydroxyles par
réaction entre (Fe’") et H,O, (Milane, 2004). En définitive, certains flavonoides pourraient

accélérer la survenue de I’atteinte oxydative de I’ADN, des protéines et des glucides in vitro.
I11.4. Les tanins

En 1962, Bate-Smith et Swain donnent aux tanins la définition suivante : « composés
phénoliques solubles dans 1’eau, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton, et
ayant, outre les propriétés habituelles des phénols, la capacité de précipiter les alcaloides, la
gélatine et autres protéines » (Aganga et Mosase, 2001 ; Peronny, 2005).

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs deux groupes basés sur des
différences structurales : les tanins hydrolysables et les tanins non hydrolysables, ou tanins
condensés (Ghestem, 2001).

e Tanins hydrolysables

Ce sont des esters de glucose, c’est a dire un noyau central de glucose sur lequel se fixent, au
moyen d’une liaison ester, des acides : I’acide gallique pour le groupe des gallotanins, 1’acide
ellagique pour le groupe des ellagitanins. Leur hydrolyse, par des acides, des bases ou certaines

enzymes, libére le glucose ainsi que les acides gallique ou phénolique li¢s (Ghestem, 2001).



e Tanins condensés (proanthocyanidines)

De structure plus complexe, ils sont de loin les tanins les plus largement rencontrés dans les
plantes vasculaires, des dicotylédones aux plantes plus primitives, fougeres et gymnospermes.
Ce sont des polymeéres de flavan-3-oles (Catéchine) et de flavan-3,4-dioles
(leucoanthocyanidines), ou un mélange des deux.
Les chaines de polymeéres comptent de 2 a 20 unités environ, et il existe de nombreuses
hydroxylations possibles en différents endroits de chaque monomere. Cette diversité structurale
explique les variations d’activité biologique (Okamura et al., 1993 ; Aganga et Mosase, 2001 ;
Peronny, 2005).

Figure 5. Structure de base des tanins condensés (Li, 2004).

I11.4.1. Activité biologique et intérét pharmacologiques des tanins

Les applications médicales des plantes a tanins découlent de leur affinité pour les protéines :
ils ont un effet antidiarrhéique, et par voie externe, ils imperméabilisent les couches
superficielles de la peau, sont vasoconstricteurs et limitent la perte en fluides. Ces propriétés,
ajoutées par ailleurs a leur effet antiseptique, en font des molécules intéressantes pour la
régénération des tissus en cas de blessures superficielles ou de brulures, et les rendent utilisables
dans le traitement des diarrhées infectieuses (Okuda et al., 1983 ; Bruneton, 1999).

Les tanins ont des grandes capacités antioxydantes dues a leurs noyaux phénol. Les tanins
hydrolysables et condensés sont 15 a 30 fois plus efficaces que les phénols simples (Perret,
2001 ; Peronny, 2005).

Quelques tanins ellagiques s’opposent a la mutagénicité de certains cancérogeénes et a la

transplantation de tumeurs expérimentales (action immunostimulante).



Des ¢études menées en nouvelle -Zélande ont montré que la consommation de plantes & tanins
pouvait affecter la biologie de certaines espeéces de parasites intestinaux en diminuant la
production des ceufs. De nombreuses études ont montré 1’effet antimicrobien des tanins sur
différents bactéries, virus et champignons (Bakous et al., 1997; Peronny, 2005).

Les tanins ont aussi des propriétés proches de celles des flavonoides : augmentation de la
résistance capillaire, diminution de la perméabilité capillaire et stabilisation du collageéne
(Bruneton, 1993).

L’absorption du fer est inhibée par les tanins qui agissent comme des chélateurs naturels
dans le tube digestif. La consommation de ces molécules réduit trés fortement 1’absorption du
fer chez les rats, ce qui permet grace a cette propriét¢ de protéger les animaux sujets a
I’hemosidérose .Grace a leur affinité les tanins sont utilisés comme antidotes des alcaloides, des
glycosides et des ions de métaux lourds (Peronny, 2005).

Les tanins contiennent de nombreux groupements hydroxyle (sur les noyaux phénoliques), ce
qui leur permet de former des complexes insolubles avec les hydrates de carbone, des protéines
et des ions métalliques. Ils se lient a la quasi-totalité des protéines solubles, donnant naissance a
des polyméres insolubles a pH et forces ioniques normaux. Cette réaction avec les protéines est a
I’origine de nombreux effets biologiques des tanins, les enzymes complexées de cette fagon
montrent une réduction marquée de leurs activités (Perret, 2001 ; Peronny, 2005).

Les tanins peuvent également former des complexes avec d’autres polymeres naturels

comme les acides nucléiques et les polysaccharides (Peronny, 2005).
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IV.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué par les fruits de Crataegus monogyna Jacq, collectés en
automne 2007(N’gaous, wilaya de Batna). Aprés avoir déterminé la teneur en eau, la partie
charnue est séchée a basse température afin de préserver au maximum 1’intégrité des molécules,
en minimisant les divers mécanismes de fermentation et de dégradation inhérents aux caractéres

organiques de ces matieres premieres. Le matériel végétal a été ensuite broy¢.

oy ]

n'qimi':iiijﬁii]Liiiiiilii'n'h|'n'nlim’iiiﬂi’m'innim'tim'lp'i |T]'|||i]|||||||n]imﬂ&
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figure 6. Représentation des différentes parties de Crataegus monogyna Jacq.

IV.2. Méthodes analytiques

IV.2.1. Détermination de la teneur en eau

La méthode utilisée est la dessiccation par évaporation. On procede a la dessiccation du
matériel végétal a la température de 103°C £ 2°C dans une étuve ventilée jusqu'a poids constant.
La teneur en eau est définie comme étant la perte de poids subit lors de la dessiccation (Audigié
etal., 1978).

La teneur en eau est calculée par la formule suivante :

_ M1-Mz
H% =—"—X 100




H% : Teneur en eau.

M1 : Poids de la capsule + échantillon avant dessiccation.

M2 : Poids de la capsule + échantillon apres dessiccation.

PE : La prise d’essai.

Nous avons déterminé la moyenne des pourcentages d’eau de 10 essais dans les mémes

conditions. La matiére séche (MS) est obtenue comme suit :

(MS) % = 100- H%
I1V.2.2.Déterminati les

Elle Consiste a un passage au four du matériel végétal a une température de 550°C, jusqu'a
destruction totale de toute particule charbonneuse (Laurent, 1991). La teneur en matiere

organique est calculée par la formule suivante :

 M1-M2
MO0g = TXIDD

=

MO% : Maticre organique.
M1 : Poids de la capsule et de I’échantillon avant calcination.
M2 : Poids de la capsule et de I’échantillon apres calcination.

PE : Prise d’essai.

La teneur en cendre est calculée comme suit :

Cendres % =100- MO %.
Nous avons réalisé 10 essaisloererrore < e €terminer un pourcentage moyen.

IV.2.3. Teneur en substances extractibles par I’eau (Diallo, 2005)

Nous avons fait une décoction d’un gramme de poudre (PE) avec 20 ml d’eau distillée
pendant 15 mn. Apres refroidissement et filtration sur papier filtre, le filtrat a ét€ mis dans une
capsule pesée et tarée au préalable(n) et évaporé a sec (n’). La teneur en substances extractibles

par I’eau est évaluée par la formule :

SEE% = (n-n’) x100+PE.

IV.2.4. Teneur en substances extractibles par I’éthanol (Diallo, 2005)

Nous avons fait une macération de 24 heures a la température ambiante. Apres filtration, le
filtrat a ét¢é mis dans une capsule préalablement pesée et tarée (n) et évaporé a sec. Apres
refroidissement la capsule a ensuite été pesée (n’) et la masse de résidu déduite. La teneur en

substances extractibles par I’éthanol est évaluée par la formule :

SEEt% = (n-n’) x100+PE




IV.2.5. Extractions
IV.2.5.1. Extraction par macération a I’eau

50g de poudre ont ét¢ introduits dans un erlenmeyer et macérés dans 500 ml d’eau distillée,
sous agitation mécanique pendant 24 heures a température ambiante (fig.7). Apres filtration sur

papier filtre, le filtrat a été lyophilisé (Sanogo et al., 2006).

Poudre 50g

Macération a ’eau

|

Marc

Extrait aqueux (EAQ)

Figure 7. Schéma d’extraction par macération a 1’eau.
IV.2.5.2. Extraction avec les solvants organiques

La méthode d’extraction que nous avons employé est la macération successive par trois
solvants de polarité croissante (Diallo et al., 2004). Il s’agit pour les deux premiers de 1’éther de
pétrole et le dichloromethane, pour le solvant le plus polaire nous avons utilisé¢ le méthanol.

250 g de poudre séche (broyée de manicre a ce que la surface de contact avec les solvants
soit la plus grande possible et donc les rendements d’extraction soient les meilleurs possibles
sans que le temps d’extraction soit trop long) est d’abord macérée dans 2 litres d’éther de
pétrole. Apres 24 heures d’agitation mécanique a température ambiante, le mélange est filtré et
concentré au rotavapeur a la température de 30°C. Le marc a été repris avec deux litres de
dichloromethane (conformément a la technique utilisée ci-dessus) ; puis avec deux litres de
méthanol (fig.8). Les extraits réalisés sont ensuite stockés a température ambiante, a 1’abri de la
lumieére jusqu’a leur utilisation. Les rendements de chaque extraction sont indiqués dans le

chapitre des résultats.



[ Poudre 250g

Ether de pétrole
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Dichloromethane

Extrait dichloromethanique M M¢éthanol

arc
(EDm)

—

Extrait methanolique( EMe) Marc

Figure 8. Schéma d’extraction par épuisement successif par les solvants organiques.

IV.2.6. Réactions de caractérisation

Les essais chimiques de caractérisation ont porté sur la recherche dans les différents extraits
des principaux groupes chimiques. Ces essais permettent d’avoir des informations préliminaires
sur la composition chimique, ces caractérisations ont été faites en utilisant principalement les
réactions en tube, les résultats sont classés en :
e Réaction franchement positive +++ +
e Réaction positive +++
e Réaction louche  +/-

e Réaction négative 0

IV.2.6.1. Recherche des alcaloides
Elle est effectuée sur des réactions de précipitation avec les révélateurs généraux des

alcaloides : le réactif de Mayer et le réactif de Dragendorff (Dohou, 2003). Dans deux tubes a
essai nous avons introduit 1 ml de I’extrait ensuite, nous avons ajouté au premier, 5 gouttes de
réactif de Mayer et au second, 5 gouttes de réactif de Dragendortf.
Un troisiéme tube servant de témoin contient 1 ml de caféine 0.02% et 5 gouttes de réactif de
Dragendorff. En présence d’alcaloides, il ya formation d’un précipité,

e blanc-jaunatre dans le premier tube.

e orange dans le deuxiéme tube.

e orange abondant dans le tube témoin.

1V.2.6.2. Recherche des composés phénoliques



1V.2.6.2.1. Flavonoides
Le test consiste a ajouter a Iml d’extrait méthanolique quelques gouttes d’acide
chlorhydrique concentré (HCL) et 0.5g de magnésium (Mg). On laisse agir 3 minutes. Une

coloration orange ou rouge implique la présence des flavonoides (Karumi et al., 2004).

1V.2.6.2.2. Tanins

1.5 g d’extrait sont placés dans 10ml de méthanol, aprés15 mn d’agitation, les extraits sont
filtrés et mis dans des tubes. L’ajout de trichlorure de fer(FeCls;) 1% permet de détecter la
présence ou non de tanins. La couleur vire au brun noir en présence de tanins galliques (tanins

hydrolysables) et au bleu verdatre en présence de tanins catechiques (tanins condensés) (Dohou,

2003).

1V.2.6.2.3. Coumarines

Sml d’extrait éthéré obtenu apres une macération de 24 heures sont évaporés a Iair libre,
puis repris avec 2 ml d’eau chaude. La solution est partagée entre deux tubes a essai. La présence
de coumarines est révélée apres ajout dans I'un des tubes de 0.5ml de NH4OH a 25% et
observation de la fluorescence sous une lampe UV a 366 nm. Une fluorescence intense dans le

tube ou il a été ajouté ’ammoniaque indique la présence de coumarines (Ciulei, 1982).

IV.2.7. Analyse chromatographique
IV.2.7.1. Chromatographie sur couches minces (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple et
peu couteuse. Elle s’applique aux molécules pures, aux extraits (mélange complexes de
métabolites) et aux échantillons biologiques. La phase stationnaire est constituée d’une couche
mince et uniforme de 0,25mm d’épaisseur, d’une substance séchée et finement pulvérisée,
appliquée sur un support approprié ; dans notre cas, nous avons utilisé des plaques de gel de
silice 60 F254 (phase normale) prétent a I’emploi a support en aluminium, La phase mobile ou
¢luant (généralement un mélange binaire ou ternaire de solvant) migre a la surface de la plaque
par capillarité.

La CCM n’est pas suffisante pour identifier un produit mais elle apporte des renseignements
susceptibles d’orienter vers une hypothése de structures, Par exemple: fluorescence, coloration,

Rapport frontal (Rf) (Villars, 1971).



% Technique

Nous avons fait dissoudre 10 mg de ’EAq dans 1 ml d’eau distillée par contre les extraits
EEp, EDm et EMe ont été¢ respectivement dissous dans 1ml d’éther de pétrole, Iml de
dichloromethane et 1ml de méthanol. A 1’aide d’une micropipette, nous avons déposé¢ 10ul de
chaque solution et 5 ul de chaque standard (1 mg/ml dans le méthanol) sur les plaques. Ces
plaques sont ensuite placées dans des cuves conventionnelles en verre, remplis a environ 0.5 cm
avec une phase mobile, dans notre cas, les systémes de solvants utilisés sont les suivants :

e Extrait EEp et EDm: hexane/ether diethylique (1 :1).

e Extrait EAq et EMe : Butanol/acide acétique/eau (60 :15 :35) (Diallo et al., 2004).
Ces compositions ne sont bien sur qu’indicatives et sont souvent adaptées aux besoins

spécifiques d’une analyse.

Apres développement, les plaques sont observées a 1’extinction de la fluorescence a 366 nm et
apres révélation par des réactifs chimiques en solution (réactif a la vanilline sulfurique) afin de
mettre en évidence des constituants ou classes de constituants présents dans les extraits bruts
(Villars, 1971 ; Ciulei, 1982). On détermine alors, pour chaque constituant, le rapport frontal
(Rf) :

Distance parcourue par le constituant (centre de la tache)

Distance parcourue par l'eluant
IV.2.7.2. Chromatographie liquide a haute performance (CLHP)

Cette chromatographie fait intervenir deux variables dans la séparation d'un mélange, soit la
phase stationnaire (la colonne), et la phase mobile (le ou les solvants). Les interactions entre
notre mélange, les particules de la colonne et les solvants employés vont permettre une
séparation qui pourra €tre optimisée en faisant varier surtout la composition de notre phase
mobile. Cette derniere est poussée avec pression (pompe) sur la colonne, entrainant le mélange a
séparer, et c'est cette pression qui permet de faire passer le solvant a travers de trés petites
particules a une vitesse raisonnable, ce qui permet d'obtenir une haute résolution. (Jean, 1992).

L’immense avantage de la CLHP par rapport a la chromatographie sur couches minces réside
dans I’amélioration sensible des parameétres de seuil de détection et de résolution de séparation,
ainsi que dans les possibilités d’automatisation du procédé (Ferrari, 2002).

La phase stationnaire était constituée d’une colonne gel de silice modifiée chimiquement par
greffage de résidus octadécylique (C18) (Phase inversée) de 125 mm par 4.6 mm. Apres essai de
plusieurs systemes de solvants, la séparation des constituants des extraits fut faite, en utilisant un

mélange ternaire de solvants (phase mobile), en mode isocratique, soit eau/méthanol/acide



acétique (50 :47 :2.5,V/V/V) (Amarowicz et al., 2005). Les extraits analysés sont a des
concentrations de 0.5 mg/ml pour les extraits EMe et EAq, et 2 mg/ml pour les extraits EEp et
EDm, pour un volume injecté de 20ul.

Aprés chaque injection le systéme analytique était rincé 30 minutes avec la phase mobile pour
s'assurer de déloger les produits qui auraient pu demeurer sur la colonne. Une ligne de base
exempte de pics était la condition préalable a toute injection. Pour toutes les analyses, les
solvants utilisés sont de qualit¢é CLHP, le débit est réglé a 1 ml/min, la détection a été effectuée
par un détecteur UV-Visible et les longueurs d’onde de mesure fixées a 254 nm.

L’identification des produits sur les chromatogrammes a ét¢ faite par comparaison des temps de
rétention avec ceux des standards.

IV.2.8. Dosage spectrophotometrique

IV.2.8.1. Estimation quantitative des polyphénols totaux

La méthode de dosage des polyphénols totaux est celle de Folin-Ciocalteu (Li et al., 2007).
Elle consiste a prendre un volume de 200 pl de I’extrait, un volume de 1 ml du réactif Folin-
Ciocalteu (dilu¢ dix fois) était ajouté. Aprés 4 mn, un volume de 800ul de Carbonate de sodium
(NaxCOs3) (75mg/ml % dans I’eau distillée) a été versé sur la solution. Les tubes ont été placés a
I’obscurité. Apres les deux heures, les résultats étaient lus sur spectrophotometre a 765 nm, la
concentration des polyphénols totaux est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec
de I’acide gallique (0-200ug /ml).
Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme
d’extrait (ug EAG/mg).
IV.2.8.2. Estimation quantitative des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (AICl;) (Bahorun et al., 1996) est utilisée pour

quantifier les flavonoides dans nos extraits ; 1ml de chaque extrait (avec dilution convenable) est
ajout¢é a Iml d’une solution d’AlICl; (2% dans le méthanol). Aprés 10mn de réaction,
I’absorbance est lue a 430nm. La concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme
d’¢étalonnage établie avec la quercetine (0-40pg/ml).
Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de quercetine par milligramme
d’extrait (ug EQ/mg).
IV.2.8.3. Estimation quantitative des Tanins condensés

Le dosage des tanins condensés est réalisé selon la méthode au trichlorure de fer (FeCls)
(Heimler et al., 2006); 400ul de chaque extrait, est ajouté a 3 ml d’une solution méthanolique a

4% de vanilline, ensuite on a ajouté 1.5 ml d’acide chlorhydrique concentré. Aprés 15 mn de



réaction, I’absorbance est lue a 550nm. La concentration des tanins condensés est déduite a
partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la catéchine (0-300pug/ml).
Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de catéchine par milligramme
d’extrait (pg EC/mg).
IV.2.9. Tests biologiques
1V.2.9.1. Evaluation, in vitro, de I’activité antioxydante

1V.2.9.1.1.Test de blanchissement du p-caroténe (Kartal et al., 2007)

= Principe

L’oxydation de I’acide linoléique génere des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont
par la suite oxyder le B caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie
spectrophotometriquement a 490 nm. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait
neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le
blanchissement du 3 caroténe.

= Mode opératoire

Une solution du B caroténe (2 mg/1ml de chloroforme) est introduite dans un ballon contenant
25ul d’acide linol¢ique et 200 mg de Tween 40. Le chloroforme a été complétement évaporé,
100 ml d’eau distillée saturée en oxygeéne a été ajouté au mélange précédant, 1’émulsion
précédente est rigoureusement agitée. Des solutions méthanoliques contenant 2mg de chaque
extrait et 2 mg d’un antioxydant standard, hydroxy toluéne butylé (BHT) ont été ajouté a une
série de tube contenant 350 pul de I’émulsion préparée, juste aprés I’addition, 1’absorbance de
temps z€éro a 490 a ¢été enregistré pour I’antioxydant de référence (BHT). Les extraits ont été
maintenus a I’obscurité et leurs valeurs d’absorbance ont été lues a des intervalles de temps
réguliers pendant 48h. L’activité antioxydante relative des extraits (AAR) est calculée selon
I’équation suivante :

AAR= Absorbance ; - 45, (échantillon) /absorbance ; - 43, (BHT) x100.

1V.2.9.1.2.Test au DPPH (Mansouri, et al., 2005)

* Principe

Le Diphényle picryl-hydrazyle (DPPH), un radical libre stable, violet en solution et présentant
une absorbance caractéristique a 517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est
réduit en diphényle picryl-hydrazine par un composé a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi

une décoloration (I’intensité de la coloration est inversement proportionnelle a la capacité des



antioxydants présents dans le milieu a donner des protons) (Sanchez-Moreno, 2002). On peut

résumer la réaction sous la forme de I’équation :
DPPH + (AH), — DPPH-H +(A' ), ,

Ou (AH), représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH (violet) pour
le transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune). Ceci permet de suivre la cinétique de
décoloration a 517 nm.

=  Mode opératoire

Un volume de 50ul de chaque extrait (reconstitué selon la concentration voulue) est incubé
(30mn) avec 1.95 ml d’une solution méthanolique de DPPH (2.4mg/ 100ml de méthanol). Les
absorbances a 517 nm ont été enregistrées.

Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés a ceux obtenus pour le BHT pris
comme antioxydant standard. L’activité antiradicalaire est estimée selon I’équation suivante :

% d’activité antiradicalire = [(Abs controle-Abs échantillon)/Abs contréle] x100.
Dans ce test on définie deux parametres (Prakash et al., 2007):

e La concentration effective a 50%, ECs¢ =ICs¢/mg de DPPH/ml.

e Le pouvoir antiradicalaire, APR=1/ECsy.

Les concentrations des extraits dans le milieu réactionnel sont comprise entre 0 a 0.8 mg/ml, 0 a
0.9 mg/ml et 0 a 3.5 mg/ml pour I’EDm, ’EMe et ’EA(q respectivement alors que celle du BHT
est comprise entre 0 a 50 pg/ml.
1V.2.9.2. Evaluation de ’activité antimicrobienne

Pour évaluer I’activité antimicrobienne de nos extraits la méthode de diffusion en milieu
solide a été utilisée (Sacchetti et al., 2005 ; Celiktas et al., 2007).

e  Préparation des extraits

L’EAq a été dissous dans de ’eau distillée tandis que I’EMe, ’EEp et ’EDm ont été dissous
dans le Diméthyle Sulfoxyde (DMSO). Le screening antimicrobien a été effectué avec six
concentrations pour chaque extrait ;(1g/ml, 1g/ 2ml, 1g/4 ml, 1g/10 ml, 1g/20 ml et 1g/50ml).

e  Préparation des suspensions microbiennes

Les souches microbiennes utilisées sont: trois espeéces bactériennes de référence
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli
ATCC 25922), quatre souches de Salmonelle isolées a partir d’organes de volailles malades,

Salmonella typhimurium (STB4), Salmonella typhimurium (ST54), Salmonella typhimurium,



(STC3), Salmonella typhimurium (ST1) et une espéce fongique (Candida albicans) issues a
partir des prélévements de malades (selles).

Une suspension de 24 h (37°C) (pour les souches bactérienne) et 48h (37° C) (pour la souche
fongique) est préparée avec de 1’eau distillée, diluée est ajustée a une concentration de 0.5 Mc
Farland.

e Mise en test

Le test s’est déroulé en deux jours. Pendant le premier jour, La suspension a été coulée sur
gélose Mueller Hinton (MH) pour les souches bactériennes et sur milieu Sabouraud pour
I’espece fongique, les tests ont été répétés 3 fois.

Des disques blancs de 6 mm de diamétre ont été imprégnés de 10ul de I’extrait préparé
(reconstituée selon la concentration voulue) et placés dans des boites de Pétri. Chaque boite a
recu 6 disques déposés sur un numéro d’identification apposé sur la face inferieure de la boite.
Un controle négatif a été fait avec des disques standards d’antibiotique. L’ensemble est incubé
(24 h pour les especes bactériennes et 48 h pour I’espéce fongique). Lors du deuxiéme jour,
aprés I’incubation des zones ou des halos clair(es) sont présent(es) autour des disques si 1’extrait

inhibe la croissance microbienne, donc nous avons procédé a la mesure du diamétre des zones

d’inhibition de croissance microbienne.

IV.3. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne = SD.
La différence entre le controle et les différents tests, est déterminée par le test d’ANOVA
univariée suivie du test de Dunnet / Tukey pour les comparaisons multiples et la détermination
des taux de signification. Les valeurs de p <0.05 sont considérées significatives.
Les valeurs de la concentration inhibitrice a 50% (ICsy) sont calculées par la méthode de
régression linéaire a partir de la courbe [pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration].



Chapitre 6

Résultats et Discussion




Ce chapitre présente tous les résultats obtenus au cours des expériences effectuées ainsi que

leurs interprétations et discussions.
V.1. Détermination de la teneur en eau, en cendres totales et en substances
extractibles par I’eau et par I’éthanol

Tableau 4. Teneur en eau, en cendres totales et en substances extractibles par I’eau et par

L’¢éthanol.
Parametres Teneur (%)
Moyenne + Ecart type
Eau. 76.45+0.78
Cendres totales. 7.25+0.1
Substances extractibles par 1’eau. 47
Substances extractibles par 1’éthanol. 38

La pulpe de Crataegus monogyna renferme un taux d’humidité de 76.45%, une valeur proche a
celle rapportée par Couplan (1998), soit 72%. C’est a ce titre que les chinois récoltent I’aubépine et
le transforme en jus dont la valeur alimentaire est la méme que celle du fruit (Espiard, 2002).

L’essai des cendres totales permet d’informer sur la teneur en minéraux, ces derniers n’étant pas
transformés en substances volatiles a haute température, contrairement aux maticres organiques. La
teneur en cendres totales a été évaluée a 7.25%, elle représente la fraction minérale du fruit,
cependant elle est assez €levée par rapport a celle trouvée par Herrara (1984), soit une valeur de
4.3% de matiere seche. Cette variation est probablement due a plusieurs facteurs a savoir la
composition du sol, facteurs climatiques et méme origine géographique.

Le taux des substances extractibles par I’eau est supérieur a celui de 1’éthanol (47% versus 38%)

V.2. Extractions

Les extraits organiques (EEp, EDm et EMe) ont été¢ obtenus par la méthode de macération
successive par des solvants a polarité croissante, I’extrait aqueux (EAq) a été obtenu par une
macération dans de 1’eau distillée.

Chaque extrait a été caractérisé par sa couleur et son rendement, ces ¢léments sont présentés
dans le tableau 5.

Tableau 5. Masse, rendement et couleur des extraits obtenus.

Extraits Masse (g) Rendement% Couleur




Par rapport au poids du
broyat
EEp 1.57 0.62 Jaunatre
EDm 0.46 0.18 Verdatre
EMe 100 40 Marron
EAq 15 6 Orange

Le rendement a été déterminé par rapport au poids du matériel végétal sec rendu en poudre, les
résultats ont été exprimés en pourcentage (P/P).

D’aprés nos résultats, Le rendement le plus élevé a été obtenu avec I’EMe, soit 40% tandis que
le plus faible est celui de I’EDm, soit 0.18%. Toutefois, il est difficile de comparer les résultats du
rendement avec ceux de la bibliographie, car le rendement n’est que relatif et dépend de la méthode
et les conditions dans lesquelles 1’extraction a été effectuée, ainsi qu’a I’origine géographique du

fruit.

Tableau 6. Les composés que pourraient contenir les différents extraits préparés (Ciulei, 1981 ;

Newman et al., 1997)

Extraits Constituants probables

EEp Lipides, stérols, triterpenes, caroténoides, huile essentielle, coumarines

flavonoides aglycones.

EDm Flavonoides aglycones, coumarines, Terpenes.
EMe Flavonoides glycosylés, tanins, composés réducteurs.
EAq Flavonoides glycosylés, tanins.

V.3. Réactions de caractérisation

Elles mettent en ceuvre des réactions en tube soit par précipitation soit par coloration.

Tableau 7. Résultats des réactions en tubes sur les extraits préparés.

Extraits
EEp EDm EMe EAq
Metabolites
Flavonoides +/- 4+ +++ +++
Tanins catéchiques 0 Ao 4+ A+
(condensés)




Tanins gallique 0 0 0 0
(hydrolysables)

Alcaloides 0 0 0 0
Coumarines + 0 0 0

++++  Réaction franchement positive.
+++  Réaction positive.

+/- Réaction louche.

0  Réaction négative.
Ces réactions nous ont permis de caractériser dans les extraits certaines substances chimiques. Sur
I’ensemble de nos résultats, celles des flavonoides a été la plus franche, par contre les alcaloides ont
¢été absents dans tous les extraits testés.
V.4. Analyse chromatographique
V.4.1. Chromatographie sur couches minces (CCM)
Le systéme hexane / éther diéthylique (1 :1) a été utilisé comme phase mobile pour les extraits EEp
et EDm, alors que pour les extraits EMe et EAq nous avons utilisé le BAW : butanol- acide
acétique- eau (60 :15 :35).
Tableau 8. Rapports frontaux(Rfs) des spots issus de la séparation des extraits EEp et EDm dans le
systeme hexane/éther diéthylique (1 :1)

Révélation
Extraits Vanilline sulfurique UV 366 nm
Spots Rfs Spots Rfs
EEp Marron Ligne de depot | Jaune 0.13
Vert 0.30
Rose 0.35 Rouge 0.3
Marron 0.48 Bleu 0.47
Marron 0.57 fluorescent
jaune 0.93
Marron 0.93
EDm Marron Ligne de depot | Jaune 0.08
Marron 0.04
Rose 0.08 Rouge 038
Violet 0.38 Jaune 0.51
Marron 0.51
QGris 0.80
violet 0.97

En utilisant ce systéme de migration les témoins (quercetine, rutine, catéchine, esculine, acide
gallique, acide ellagique) n’ont pas migré sauf la quercetine (Rf: 0.04), cette dernicre est
probablement présente dans ’EDm. La différence de couleur peut étre expliquée par le fait qu’un
composé, présent dans un mélange complexe (extrait), acquiere des propriétés différentes de celles

du méme composé pur.



L’EEp et ’EDm contiennent 4 et 3 substances UV actives respectivement.

Le spot bleu fluorescent observé sous UV 366nm dans I’extrait EEp pourrait étre des triterpénes
(Wagner et Bladt, 1996). Garcia et ses collaborateurs (1997) ont pu isoler trois triterpenes ;
butyrospermol, 2-4 methyllen2-4 dihydrolanostol, et le cycloartenol. Les spots roses observés dans

I’EEp et I’EDm pourraient étre des coumarines tricycliques (Giguere, 2001).

Figure 9. Chromatographie sur couche mince des extraits EEp et EDm (révélation a la vanilline

sulfurique).1, catechine ; 2, quercetine ; 3, rutine ; 4, esculine ; 5, acide gallique ; 6, acide elagique

Tableau 9. Rapports frontaux(Rfs) des extraits EMe et EAq dans le systtme BAW (60 :15 :35).

Révélation
Extrait Vanilline sulfurique UV 366 nm

Spots Rfs Spots Rfs

EMe Marron 0.12 Gris 0.53
Marron 0.34 Gris 0.56

Jaune 0.68 Gris 0.68

Rouge 0.80 Gris 0.80

Gris 0.84 Gris 0.84

EAq Gris 0.34 Gris 0.34

Tableau 10. Rapports frontaux des témoins dans le syst¢tme BAW (60 :15 :35).

Révélation




Temoins Vanilline sulfurique UV 366 nm

Spots Rfs Spots Rfs
Catéchine Rouge 0.83 Gris 0.83
Quercetine Jaune 0.79 Gris 0.79
Rutine Jaune 0.58 Gris 0.58
Esculine - - fluorescent 0.31
Acide gallique Bleu clair 0.86 Gris 0.86
Acide elagique - - Gris 0.6

Aprés observation sous UV et comparaison des Rfs des spots avec ceux des témoins utilisés, on
constate que les Rfs des spots issus de I’'EMe et le spot unique issu de ’EAq ne correspondent a
aucun Rf des témoins.

Selon Paris et Moyse (1976), dans le system BAW, les spots dont les Rfs sont inferieurs a 0.5

pourrait étre des flavonoides.

Figure 10. Chromatographie sur couche mince des extraits EMe et EAq (révélation a la vanilline
sulfurique).1, catechine ; 2, quercetine ; 3, rutine ; 4, esculine ; 5, acide gallique ; 6, acide elagique.

V.4.2 Chromatographie liquide a haute performance (CLHP).
Les extraits aqueux et organiques de Crataegus monogyna ont été analysés par CLHP, afin de

comparer leurs profils chromatographiques avec ceux des standards et d’obtenir une information
sur la nature chimique des constituants.

La phase mobile utilisée pour analyser qualitativement nos extraits, est un mélange ternaire de
solvant, en mode isocratique, soit eau/méthanol/acide acétique (50 :47 :2.5, v/v/v). La quercetine, la
rutine et la catéchine ont été utilis€ comme témoins. Les temps de rétention des pics obtenus pour
les témoins et ceux des extraits sont reportés dans les tableaux 11 et 12 respectivement.

Tableau 11. Temps de rétention des témoins.



Témoins Temps de rétention
Quercetine 1.81
Catechine 2.05
Rutine 3.45

Tableau 12. Temps de rétention des pics issus des extraits.
Extraits N°pic| Temps de retention
(Tr).

1.71
1.81
2.16
2.30
291
3.15
5.59
6.08
1.69
2.06
2.86
3.15
3.96
1.80
2.10
2.66
2.98
3.36
3.74
4.08
4.67
5.12
Les chromatogrammes des témoins quercetine, rutine et catéchine sont représentés dans les figures
11, 12 et 13 respectivement.

Les profils chromatographiques des extraits EAq, EMe, EDm et EEp sont représentés dans les
figures14, 15, 16 et 17 respectivement.

EEp
EDm

EMe

EAq

OO0 I WUNPDWNFROWVPE W= WN —=|—

04 ] 004

Fetertion Time

Miintes

Figure 11.Chromatogramme de la quercetine.
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Figure 12. Chromatogramme de la rutine.
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Figure 13.Chromatogramme de la Catéchine.
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Figure 14. Profil chromatographique de I’EAq.
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Figure 15.
Profil chromatographique de I’EMe
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16.Profil chromatographique de ’EDm.
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Figure 17. Profil chromatographique de I’EEp.

Aprés comparaison des temps de rétention des témoins avec ceux des extraits on constate que

L’EDm semble contenir la quercetine (Temps de rétention: 1.81). Par contre la rutine et la

catéchine ont été absentes dans tous les extraits analysés. Ce résultat est en accord avec ce qui est

décrit dans la littérature.



V.5. Dosage spectrophotometrique
V.5.1. Dosage des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et des tanins condensés.
L’estimation quantitative des polyphénols totaux a été réalisée en utilisant la méthode de Folin-

Ciocalteu (Li et al., 2007), I’acide gallique a été utilisé comme standard.

Le dosage des flavonoides totaux a été réalis¢ selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(Bahorun et al., 1996), la quercetine a été utilisée comme standard.

La méthode au trichlorure de fer (Heimler et al., 2006) a été utilisée pour quantifier les tanins
condensés dans nos extraits, la catéchine a été utilisée comme standard.

Les résultats du dosage sont représentés dans le tableau 13, et les gammes d’étalonnages dans les

figures 18, 19 et 20.
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Figure 18. Droite d’étalonnages de 1’acide gallique (moyenne + SD de trois essais).

y=0.036x+ 0.275

R?Z=0.995

2
£
S 15 Pt
=t
]
g 1
2 L 4
c 05 -?
2 — Linéaire ()
< 9

0] 10 20 30 40 50

Concentration pg/ml

Figure 19. Droite d’étalonnages de la quercetine (moyenne + SD de trois essais).



0.8

0.7
0.6

0.5

0.4

0.3
0.2 »

Absorbance a 550 nm

0.1

0] 100

200

300

400

y =0.002x+ 0.006
R?=0.998

Concentration {ug/ml)

Figure 20. Droite d’étalonnages de la catéchine (moyenne + SD de trois essais).

Tableau 13. Résultats du dosage des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et des tanins

condensés dans les extraits de Crataegus monogyna.

©

Extraits Polyphénols © Flavonoides ® Tanins

EEp 04.33 +0.24 0.11+0.1 0.0
EDm 17.87+ 2.22 2.1 £0.10 0.5+0.35
EMe 21.72 +6.10 3.2+0.02 2.1+ 0.01
EAq 11.61 £0.51 1.45+0.06 03+0.1

(a)ug d’équivalent d’acide gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).
(b)ug d’équivalent de quercetine par mg d’extrait (ug EQ/mg d’extrait)
(c )ug d’équivalent de catéchine par mg d’extrait (ug EC/mg d’extrait).

Les résultats du dosage des polyphénols totaux révelent que I’EMe est le plus riche en composés
phénoliques (21.72+6.10 pg EAG/mg d’extrait), suivi par I’EDm (17.87+2.22 ng EAG/mg d’extrait),
I’EAq renferme (11.61+0.51 pg EAG/mg d’extrait), tandis que I’EEp ne contient que (4.33+0.24 ug
EAG/mg d’extrait).

L’estimation quantitative des flavonoides totaux par la méthode au trichlorure d’aluminium
montre que I’EMe (3.2 + 0.02 pg EQ/mg d’extrait) et ’EDm (2.1 £0.10 ug EQ/mg d’extrait) sont les
plus riches en flavonoides, par la suite vient I’ EAq (1.45 + 0.06 pg EQ/mg d’extrait) suivi par I’EEp
(0.11 £ 0.1 pg EQ/mg d’extrait).

Le dosage des tanins condensés montre que la teneur la plus élevée est celle de ’EMe (2.1+ 0.01
pug EC/mg d’extrait) suivie par ’EDm (0.5+ 0.35 pg EC/mg d’extrait) et ’EAq (0.3 £ 0.1 pg EC/mg
d’extrait).

L’examen de ces résultats permet de mettre une corrélation linéaire non significative entre la teneur

en flavonoides et en composés phénoliques (r*=0.87, P<0.05), et entre la teneur en tanins et en

composés phénoliques (r*=0.65, P<0.05).



Si on compare les résultats du dosage avec ceux de la bibliographie, on constate que la teneur en
polyphénols de I’EMe (21.72 EAG/mg) est bien supérieure par rapport a celle trouvée par Yoo et
ses collaborateurs (2008), soit 8.17 ug EAG/mg, tandis que les teneurs en flavonoides se rapprochent

(3.2 EQ/mg versus 4.07 EC/mg pour I’extrait ethanolique brute des feuilles de Crataegus pinnatifida)

Toute fois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie car 1’utilisation de
différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilité d’'une comparaison entre les études.

Plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur en composés phénoliques, des études récentes ont
montré que les facteurs extrinséques (tels que des facteurs géographiques et climatiques), les
facteurs génétiques, mais ¢galement le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont
une forte influence sur le contenu en polyphénols (Aganga, 2001 ; Pedneault et al., 2001 ; Fiorucci,

2006).

V.6.Tests biologiques

On a dépisté ’activité antioxydante (test au DPPH et le test de blanchissement du 3 caroténe)
et D’activité antimicrobienne (par la méthode de diffusion en milieu solide) de tous les extraits
préparés (EEp, EDm, EMe et EAQ).
Il est nécessaire de préciser qu'un résultat observé lors de I’évaluation d’un extrait brut ou d’une
fraction enrichie est la composante de deux parametres : 1’activité intrinséque d’un produit, d’une
part, et d’autre part, sa quantité relative dans 1’extrait. Ainsi, 1’activité marquée d’un extrait peut
tout aussi bien provenir d’une faible quantité de constituants tres actifs, que d’une grande quantité
de constituants peu actifs. De plus, il se peut qu'une activité observée résulte de la somme

d’activités de plusieurs constituants (Cavin, 2007 ; Sokol-Letowska et al., 2007).

V.6.1. Evaluation de ’activité antioxydante
V.6.1.1. Test de blanchissement du p caroténe.

Dans ce test, la capacité antioxydante des extraits est déterminée en mesurant 1’inhibition de la
dégradation oxydatif du [ caroténe (disparition de sa couleur) par les produits d’oxydation de
I’acide linoléique selon la méthode décrite par Kartal et al (2007).

La cinétique de blanchissement du B caroténe en absence et en présence des extraits de
Crataegus monogyna, de 1’antioxydant standard (BHT) et les activités antioxydantes relatives

(AAR) sont représentées dans les figures 21et 22.



D’aprés les résultats, on constate que le BHT et tous les extraits testés inhibent d’une manicre
significative (p<0.05) I’oxydation couplée de 1’acide linoléique et du  caroténe par rapport au
controle négatif (I’extrait est remplacé par le méthanol) qui représente 100% de la peroxydation.
L’EDm montre la plus grande activité inhibitrice avec une AAR estimé a 48.46%, mais cette valeur
d’activité reste significativement inferieure (p<0.001) a celle du contréle positif(BHT) qui
représente 100% d’activité inhibitrice.

L’EMe montre une AAR estimée a (36.40%) suivi par I’EEp (24.59%) qui est statistiquement
supérieure a celle de I’EAq. Ce dernier représente I’extrait le moins actif (16.7%).
En comparaison avec 1’antioxydant de référence (BHT) on peut conclure que ;

e L’EDm est 2.06 fois moins actif que le BHT.

e L’EMe est 2.74 fois moins actif que le BHT.

e L[’EEpest4.06 fois moins actif que le BHT.

e [’EAqest5.98 fois moins actif que le BHT.

Pour notre cas, ’EAq a été lyophilisé, ce conditionnement pourrait influencer sur I’activité
antioxydante (Lievre, 2004 ; Klervi, 2005).

L’activité antioxydante de ’EDm est statistiquement supérieure a celle de ’EMe (p<0.001), il
existe probablement des différences qualitatives dans la nature des composés phénoliques (qui
entre dans la composition des extraits) influengant le pouvoir antioxydant des extraits. Les
flavonoides glycosylés (EMe) ont une activité antioxydante inferieure a celle des flavonoides non
glycosylés (EDm). Par exemple la rutine est presque dix fois moins active que la quercetine
(Marfak, 2003, Sokol-Letowska, 2007)

L’EEp renferme la teneur la plus faible en polyphénols, en flavonoides, mais il possede une
activité significativement supérieure (P<0.001) a celle de I’EAq, ceci pourrait étre du a la
contribution des huiles essentielles ainsi qu’a d’autres composés apolaires. L’effet antioxydant des
composés apolaires (acide gras et/ou phospholipides) pourrait étre le résultat d’une action
synergique (Fujimoto et Kanede,1980) ; ce qui est confirmé par les travaux de Tutour et al (1998)
qui ont montré chez plusieurs espéces de Fucale tempérées que les composés apolaires (pigments
apolaires, lipides neutres...)permettent d’augmenter 1’action antioxydante de la vitamine E (Klervi,

2005).

Il est relativement difficile de comparer les résultats de ce test avec ceux de la littérature. En effet, il
existe une assez grande variation dans le choix des solvants d’extraction et dans celle de la méthode

de mesure de ’activité antioxydante.



Selon Frankel et Meyer (2000), le test de blanchissement du 3 caroténe est similaire a un systéme
d’émulsion de lipides dans 1’eau, ces deux auteurs ont proposé que les antioxydants apolaires
montrent des propriétés antioxydantes car ils sont concentrés au sein de I’interface lipide-eau,
permettant ainsi la prévention de la formation des radicaux lipidiques et I’oxydation du  caroténe.

Selon Liyana-Pathriana (2006), un extrait qui inhibe ou retarde le blanchissement du f caroténe

peut étre décrit comme un piégeur de radicaux libres et comme un antioxydant primaire.
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Figure 21.Cinétique de blanchissement du 3 caroténe a 490nm en absence et en  présence des

extraits de Crataegus monogyna et du BHT. (Chaque valeur représente la moyenne de trois essais).
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Figure 22. Activité antioxydante relative des extraits de Crataegus monogyna et du BHT dans le
systeme B caroténe/acide linoléique (les valeurs sont la moyenne de trois essais + SD), les barres
avec des lettres différentes indiquent des activités significativement différentes (p< 0.001).

V.6.1.2. Test au DPPH



L’activité antiradicalaire des extraits de Crataegus monogyna vis-a-vis le radical DPPH a été
évalué spectrophotometriquement a 517 nm en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne
par son passage de la couleur violette a la couleur jaune.

Les figures 23 et 24 représentent les profils de I’activité antiradicalaire obtenus pour les différents
extraits de Crataegus monogyna et celui du BHT respectivement. Les ICsy, ECsp et APR de chacun
des extraits ont été déterminés.

Tableau 14. Activité antiradicaliare des extraits de Crataegus monogyna et du BHT.

ICso (ng/ml) ECso (ug/ml) APR
BHT 4.47+0.1 0.21 +0.04 476+1.9
EEp - - -
EDm 259.70 + 1.23 11.80 £ 0.45 0.084 + 0.003
EMe 331.85+1.52 1538 + 1.47 0.065 + 0.002
EAq 800 + 1.48 36.36 +0.14 0.027 + 0.002

Les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions + SD.

L’activité antiradicalaire de ’EEp n’a pu étre réellement quantifiée car aux concentrations
maximales testées, il ne capte pas plus de 40 % du DPPH.
Les profiles d’activité antiradicalaire obtenus révelent que les extraits EDm, EMe et EAq posseédent
une activité¢ dose dépendante.
La comparaison des extraits EMe, EDm et EAq révele que ’EDm représente 1’extrait le plus actif
avec une ICsp de 259.70 pg/ml et un APR estimé a 0.084 suivi par ’EMe avec une 1Csy de 1’ordre
de 331.85 pg/ml et un APR de 0.065. L’EAq représente 1’activité antiradicalaire la plus faible (ICs
=800 pg/ml, APR= 0.027), qui est 3 fois moins actif que I’EDm.

A des fins comparatives on a utilisé le BHT comme antioxydant standard, il a montré une activité
antiradicalaire intéressante avec une ICsy de 1’ordre de 4.47ug/ml et une APR de ’ordre de 4.76. En
comparaison avec le (BHT) tous les extraits testés s’averent moins actifs : ’EDm, I’EMe et ’'EAq
sont 56, 73 et 176 moins actifs que le BHT.

Les composés phénoliques semblent étre des bons candidats pour leurs activités antioxydantes du
fait de la présence de nombreux hydroxyles, pouvant réagir avec les radicaux libres (Klervi, 2005 ;
Panovska, 2005 ; Sokol-Letowska, 2007). L’activité antiradicalaire des extraits EDm, EMe et EAq

est probablement liée a leur contenu en polyphénols, en flavonoides et en tanins.



De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des flavonoides et leur
capacités antioxydantes, 1’activit¢ de ces molécules a piéger les radicaux libres dépend
essentiellement de leur structures, les flavonoides les plus actifs sont ceux qui renferment des
groupements 3’- 4’ dihydroxy sur le cycle B et/ou un groupement 3 OH sur le cycle C (Amic et al.,
2003 ; Marfak, 2003 ; Sokol-Letowska, 2007).

Selon Maataoui (2006), la capacité antioxydante des fruits de couleur pourpre semble étre plus
¢levée que celle des fruits de couleur jaune — orange.

Yoo et ses collaborateurs (2008) montrent que Crataegus pinnatifida présente pour 1’extrait
¢thanolique (des feuilles) une forte activité antiradicalaire (84.5%, test au DPPH). 11 faut toute fois
souligner qu’il ne s’agit ni de méme solvant ni de méme protocoles d’activité¢, de méme la durée de
conservation et la température pourrait expliquer 1’écart observé entre nos résultats et ceux de la

bibliographie (Klervi, 2005 ; Sokol-Letowska, 2007).
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Figure 23. Activité antiradicalaire des extraits de Crataegus monogyna (chaque valeur représente la

moyenne de trois essais).
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Figure 24. Activit¢ antiradicalaire de I’antioxydant de référence (BHT) (chaque valeur représente la

moyenne de trois essais).

V.6.2.Evaluation de I’activité antimicrobienne

Nous avons évalué I’activité antimicrobienne des extraits organiques et de I’extrait aqueux de
Crataegus monogyna par la méthode de diffusion en milieu solide, cette activité a été révélée sur
trois souches bactériennes de référence (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli) ,quatre souches bactériennes isolées a partir d’organes de volailles malades
(Salmonella typhimurium (STB4), Salmonella typhimurium (ST54), Salmonella typhimurium,

(STC3), Salmonella typhimurium (ST1) et une souche fongique (Candida albicans), issue a partir



des prélévement de malades (selles), ensuite pour chaque disque nous avons mesuré les diametres
des zones d’inhibition de croissance des cultures microbiennes.

Nous avons réalis¢é un antibiogramme pour prédire la sensibilité des souches testées a un ou
plusieurs antibiotiques (Joffin et Leyral., 2001) tableau 15.

Les résultats du screening antimicrobien des extraits EEp, EDm, EMe et EAq sont reportés dans les

tableaux 16, 17, 18, 19 respectivement.

Tableau 15. Résultats de I’antibiogramme (Diameétres des zones d’inhibition de croissance
bactérienne).

Souches Antibiotiques standards Diametres des zones
d’inhibition de croissance
(mm)

Staphylococcus aureus. Penicilline 37
ATCC25923 .

Oxacilline 25
(Bactérie a Gram positif)

Vancomycine 16
Pseudomonas aeruginosa | Imipenem 21
ATCC 27853 L

Amikacine 21
(Bactérie 2 Gram négatif) i

Fosfomycine 20
Escherichia coli ATCC 2592 Ampicilline 22
(Bactérie 2 Gram négatif) Cefoxitine 26

Centamycine 25
Salmonella typhimuriy Amoxicilline 09.11
(STB4)
(Bactérie a Gram négatif) | Fosfomycine 13.39
Salmonella typhimurium (ST54 Ampicilline 0
(Bactérie a Gram négatif)

Cefoxitine 31
Salmonella typhimurium (STC| Chloramphénicol 28
(Bactérie a Gram négatif)

Netilmicine 23




Salmonella typhimurium (ST1
(Bactérie a Gram négatif)

Amicacine

Amoxicilline

22

23

Tableau 16. Activité antimicrobienne de I’EEp (diameétres des zones d’inhibition de croissance des

cultures microbiennes en mm).

Diamétres des zones d’inhibition de croissance microbienne *(mm)

Dilutions de ’EEp
1g/ml 1g/2ml 1g/4ml 1g/10 1g/20ml 1g/50ml
Staphylococcus aurel
ATCC 25923 13.01 £0.21 12.2 £0.26 11.15 £ 14 9.8+00 8.00+ 2.1 -
Pseudomonas

aeruginosa ATCC
27853

Escherichia coli
ATCC 25922

Salmonella
typhimurium (ST1

Salmonella
typhimurium (STB

Salmonella
typhimurium (ST
54)

Salmonella
typhimurium (STQ

Candida albicans

* . Diametre de la zone d’inhibition produite autour des disques (diamétre du
valeurs sont la moyenne de trois répétitions.
(-) : pas d’inhibition.

disque inclus). Les

Tableau 17.Activité antimicrobienne de I’EDm (diamétres des zones d’inhibition de croissance des

cultures microbiennes en mm)

Diamétres des zones d’inhibition de croissance microbienne *(mm) ‘




Dilutions de ’EDm

1g/ml 1g/2ml 1g/4ml 1g/10 1g/20ml 1g/50ml
Staphylococcus aurel
ATCC 25923 12.00 £2.01 10.2+0.5 94 £14 8.25+1.2 7.00£ 0.1 -
Pseudomonas

aeruginosa ATCC
27853

Escherichia coli
ATCC 25922

Salmonella
typhimurium (ST1

Salmonella
typhimurium (STB

Salmonella
typhimurium (ST
54)

Salmonella
typhimurium (STC

Candida albicans

* : Diametre de la zone d’inhibition produite autour des disques (diameétre du

valeurs sont la moyenne de trois répétitions.
(-) : pas d’inhibition.

Tableau 18. Activité antimicrobienne de ’EMe (diamétres des zones d’inhibition de croissance des

cultures microbiennes en mm)

disque inclus). Les

Diametres des zones d’inhibition de croissance microbienne *(mm)

Dilutions de ’EMe
1g/ml 1g/2ml 1g/4ml 1g/10 1g/20ml 1g/50ml
Staphylococcus aurel
ATCC 25923 9.05+2.01 8.02 +0.5 7 +£04 - - -
Pseudomonas

aeruginosa ATCC
27853

Escherichia coli
ATCC 25922

Salmonella
typhimurium (ST1

Salmonella
typhimurium (STB

Salmonella
typhimurium (ST
54)

Salmonella

typhimurium (STC




Candida albicans - - - - - _

* . Diametre de la zone d’inhibition produite autour des disques (diameétre du disque inclus). Les
valeurs sont la moyenne de trois répétitions.
(-) : pas d’inhibition.

Tableau 19. Activité antimicrobienne de I’EAq (diamétres des zones d’inhibition de croissance

des cultures microbiennes en mm).

Diamétres des zones d’inhibition de croissance microbienne *(mm)
Dilutions de ’EAq
1g/ml 1g/2ml 1g/4ml 1g/10 1g/20ml 1g/50ml

Staphylococcus aurel
ATCC 25923

Pseudomonas
aeruginosa ATCC - - - - - -
27853

Escherichia coli
ATCC 25922

Salmonella
typhimurium (ST1

Salmonella
typhimurium (STB

Salmonella

typhimurium (ST - - - - - .
54)

Salmonella
typhimurium (STC

Candida albicans - - - - - _

* : Diametre de la zone d’inhibition produite autour des disques (diametre du disque inclus). Les
valeurs sont la moyenne de trois répétitions.
(-) : pas d’inhibition.

Au regard de ces résultats, nous avons observé que les extraits EEp, EDm, et I’EMe ont inhibé
la croissance d’une seule souche S. aureus (bactérie a Gram positif), ces extraits exercent une
activité antibactérienne dose dépendante. La plus forte activité a été¢ obtenue avec I’EEp avec un
diamétre de zone d’inhibition de croissance de 13.01+0.21mm (a la concentration de 1g/ml) (Fig.25
et 26).

Certes ’activité inhibitrice des extraits organiques sur S. aureus est trés faible que celle due aux

antibiotiques de références, cependant nos extraits exercent une activité¢ antibactérienne dans la



mesure ou ils ne sont pas des produits purs mais des extraits brutes (Werner et al., 1998 ; Sanogo et
al., 2006).

L’activité antibactérienne de ’EEp sur S.aureus pourrait s’expliquer par la présence probable
des huiles essentielles, des coumarines et des triterpénes (yukiko et al., 2002 ; Soharb et al., 2001 ;
Laure, 2005 ; Surveswaran et al., 2007).

L’activité antibactérienne sur S.aureus des extraits EDm et ’EMe pourrait s’expliquer par la
présence de différents constituants, notamment les flavonoides, les tanins, les acides phénoliques,
les terpénes et les pectines (Scalbert, 1991 ; Bruneton, 1993 ; Elegami et al., 2002 ; Hatano et al.,
2005 ; Sanogo, 2006 ; Surveswaran et al., 2007).

La quercetine est probablement présente dans I’EDm, cette substance pourrait contribuer a son
activité antibactérienne (Groot, 1998 ; Shan et al., 2007).

Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute trés complexe. Parmi les

hypothéses avancées, on peut citer :
e L’inhibition des enzymes extracellulaires microbiens.
e La séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélatation de
métaux tels que le fer.

e [’inhibition de métabolisme microbien (Milane, 2004).

Théoriquement, les flavonoides pourraient exercer des effets antibactériens puisqu’ils sont des
puissants inhibiteurs in vitro de ’ADN gyrase (Ohemeng et al., 1993). Une étude récente a montré
I’effet bactéricide de certains flavonoides sur S. aureus (Sato et al., 1995 ; Milane, 2004 ; Hatano et
al., 2005).

L’EMe renferme une quantité appréciable en polyphénols mais il n’a montré que de faible activité
inhibitrice sur la souche S. aureus, il se pourrait que son activité soit masquée par la présence des
sucres (Cavin, 2007).

D’apres les résultats obtenus, on remarque que quelque soit la nature de I’extrait et quelque soit la
concentration, les bactéries a Gram(-) possédent une forte résistance, cette résistance n’est pas
surprenante, elle est en relation avec la nature de leurs membranes externes qui se compose des
phospholipides, des protéines et des lipopolysaccharide ce qui rend cette membrane imperméable a
la plupart des agents biocides (Fauchere, 2002 ; Bouhdid et al., 2006)

Dans nos conditions expérimentales, ’extrait aqueux et organiques n’ont donné aucune activité
inhibitrice sur la souche clinique Candida albicans. Ceci pourrait étre expliqué par I’absence de

substances a activité antifongique comme les alcaloides (Bruneton, 1993).



Figure 25. Photos montrant I’effet de ’EEp (a droite) et ’EDm (a gauche) sur la souche
Staphylococcus aureus.

Figure 26. Photo du test antibactérien de I’EMe sur la souche Staphylococcus aureus.

(Les concentrations : 1 : 1g/ml ;2 :1g/2ml ;3 :1g/4ml ; 4 :1g/10ml ; 5 :1g/20ml ; 6 :1g/50ml.)

Mohammedi (2006) a étudié 1’activité antimicrobienne de I’extrait flavonique préparé a partir de

la partie charnue de Crataegus oxyacantha L, les résultats sont consignés dans le tableau 20.

Tableau 20. Activité antimicrobienne des extraits flavoniques (Mohammedi, 2006).

Souches Diameétres des zones d’inhibition de
croissance * (mm)

P. aeroginosa ATCC 27853 0

P. aeroginosa (P4) 0

E. coli ATCC 25922 0




E. coli (E1) 0

S. aureus ATCC 25923 10.62 + 1.47
S. aureus (ST1) ATCC 601 09 + 2.46
S. typhi (S4) 0
Candida albicans 444 10.83 + 0.76

* : Diametre de la zone d’inhibition produite autour des disques (diameétre du disque inclus). Les
valeurs sont la moyenne de trois répétitions.
D’aprés ce tableau, nous avons noté une résistance ou aucune zone d’inhibition n’a été détectée
avec ’extrait flavonique contre les souches a Gram (-) testées.
Nos résultats sont difficilement comparables avec ceux de la bibliographie étant donné que les
méthodes utilisées sont différentes, le choix du protocole d’extraction et plus particulierement celui
du solvant est trés important. En effet, selon sa polarité, les composés extraits ne sont pas les
mémes. Ainsi changer le protocole d’extraction de méme que les solvants utilisés permettraient peut
étre de déceler des activités antimicrobiennes chez Crataegus monogyna, de plus la quantité¢ du
produit déposé sur les disques est plus faible que d’autres méthodes (dilution).
Ce test est rapide et simple a effectuer, cependant, il serait judicieux de mettre en place des tests
antibactériens avec la méthode de dilution afin d’avoir des résultats plus rigoureux et plus objectifs.
En outre il faudrait pousser plus loin I’investigation sur les activités antibactériennes, d’une part en
testant les extraits sur d’autres souches et d’autre part en fractionnant les extraits car il y aurait dans
les extraits non fractionnés des composés inhibiteurs masquant les composés actifs (Klervi, 2005 ;
Cavin, 2007).
L’efficacité d’un extrait dépend de sa concentration, de la plante du quelle il est issu et de la souche

testée (Klervi, 2005)



Conclusion et Perspectives

Les substances naturelles occupent de plus en plus une place de choix en

thérapeutique. En effet, les plantes médicinales constituent de véritables usines

chimiques dont il faut tirer le maximum de profit.

Le présent travail & porté sur I’étude des extraits organiques et de ’extrait aqueux

(préparés a partir de la partie charnue) de Crataegus monogyna Jacq. (aubépine
monogyne), et nous avons tenté de contribuer a sa valorisation en Algérie en établissant

une relation entre sa composition chimique et ses activités biologiques.

Pour ’obtention de différents extraits, nous avons réalisé une extraction aqueuse par

une maceération a I’eau et une extraction organique par la méthode de polarité croissante.

Le criblage phytochimique basé sur des tests spécifiques a permis de caractériser les

flavonoides, les tanins condensés et les coumarines, ces métabolites secondaires ont de

grandes valeurs thérapeutiques.

analyse qualitative des extraits par CCM et par CLHP a révélé la présence

probable dans I’EDm de la quercetine, cette molécule est considérée comme le composé

antioxydant le plus actif de la famille des flavonoides.

£’estimation quantitative des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et des tanins

condensés dans les quatre extraits analysés montre que I’EDm et ’EMe sont les plus

riches en ces métabolites. Tandis que I’EEp est considéré comme 1’extrait le plus pauvre.



£’¢étude de 1’effet anti-lipoperoxydant des extraits par la méthode de blanchissement
du B caroténe a montré que les extraits EDm et EMe sont les plus actifs comme
inhibiteurs de I’oxydation de I’acide linoléique couplée a celle du B caroteéne.

£>¢étude de I’effet piégeur du radical DPPH révéle que ’EDm et I’EMe sont les plus

actifs comme piégeurs de ce radical.

L activité antioxydante retrouvée dans les extraits de Crataegus monogyna Jacq.

confere a la plante des vertus thérapeutiques contre certaines pathologies telles que

I’athérosclérose, I’asthme et 1’arthrite.

£’évaluation du pouvoir antibactérien des extraits de Crataegus monogyna par la

méthode de diffusion en milieu solide a révélé que les extraits EEp, EDm et EMe
possédent un pouvoir antibactérien dose dépendant sur la souche Staphylococcus aureus,
la plus forte activité a été obtenue avec I’EEp avec une zone d’inhibition de croissance de

13.01lmm a la concentration de 1g/ml.

“Zous les extraits organiques et I’extrait aqueux n’ont exercé aucune activité

antifongique sur la souche clinique Candida albicans.

Ces résultats restent préliminaires, il serait donc intéressant de poursuivre les

investigations sur ce fruit en se focalisant sur ’EDm et I’EMe, a savoir fractionnement
des extraits voir méme isolement de substances qui sous tendent les diverses activités
détectées. De plus, des études approfondies concernant 1’identification des composés par
des méthodes plus performantes seront nécessaires. Pour mieux évaluer 1’activité
antioxydante, d’autres études in Vitro et in Vivo seraient intéressantes, et il serait
souhaitable de faire une ¢étude dans le domaine toxicologique afin de mettre a la

disposition des populations une plante active avec des posologies précises.
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Résumé :

Les extraits naturels de plantes contiennent une variété de composés phénoliques auxquels
sont attribuées diverses activités biologiques. Dans la présente étude nous avons tenté
d’évaluer I’activité antioxydante et antimicrobienne des extraits organiques et de 1’extrait
aqueux préparés a partir de la partie comestible de Crataegus monogyna Jacq. Le criblage
préliminaire basé sur des tests spécifiques a conclu en une présence de substances ayant de
grandes valeurs thérapeutiques (flavonoides, tanins et coumarines). L’analyse qualitative des
extraits par chromatographie sur couches minces et par chromatographie liquide a haute
performance a révélé la présence probable de la quercetine dans I’EDm. L’estimation
quantitative des polyphénols totaux (par la méthode de Folin-Ciocalteu), des flavonoides
totaux (par la méthode au trichlorure d’aluminium) et des tanins condensés (par la méthode
au trichlorure de fer) a montré que ’EDm et I’EMe sont les extraits les plus riches en ces
composés. L’inhibition de 1’oxydation couplée de 1’acide linoléique —3 caroténe a été évaluée
par le test de blanchissement du B caroténe, qui a montré une activité antioxydante
considérable pour ’EDm (48.46% d’inhibition) et pour ’EMe (36.40% d’inhibition). De
méme, [’évaluation quantitative du pouvoir piégeur des extraits 1Vs-a-IVs du DPPH
confirme que I’EDm et I’EMe sont les plus actifs, avec une ICs, de ’ordre de 259.70pg/ml
et 331.85 pug /ml respectivement. L’évaluation du pouvoir antimicrobien des extraits par la
méthode de diffusion dans un milieu solide montre que les extraits EEp, EDm et EMe
posseédent un pouvoir antibactérien sur la souche Staphylococcus aureus mais a des
concentrations élevées, par contre tous les extraits testés se sont révélés inactifs sur (Candida
albicans)

Mots clés : Crataegus monogyna Jacq, extraits naturels, pouvoir antioxydant, pouvoir
antimicrobien, piégeur.



