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| ntroduction Générale

L’Algérie dispose d’un ensemble d’espéces naturelles et cultivees a gamme
importante et variée. Cette richesse naturelle reste insuffisamment connue. Une bonne partie
des ressources végétales a intérét économique, socia et sanitaire n’est pas connu du grand

publique, ceci concerne soit |es espéces aromatiques, condimentaires ou medicinales.

Des remedes traditionnel s a base de plantes ont été longtemps employés sans savoir a
quoi étaient dues leurs actions bénéfiques, il reste difficile de définir les molécules
responsables de I’action, bien que certains effets pharmacologiques prouves sur I’animal était
attribués a des métabolites secondaires tels que les alcaloides et dérivés, les terpenes, les

stéroides et les composés polyphenoliques (Bahorun, 1997).

A I’heure actuelle, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques,
la toxicité des antioxydants synthétiques, utilisés comme additifs alimentaires, conduit a la
recherche des substances naturelles dotées d’activités antimicrobienne et antioxydante sans

avoir d'effetsirritants ou toxiques.

Dans ce contexte, s’inscrit ce présent travail de recherche dont le but principal est
d’étudier les activités antimicrobiennes et antioxydantes des différents extraits du fruit de
Crataegus azarolus L. L'espece appartient a la famille des Rosacée. Un fruit oublié,
saisonnier tres apprécié par la population agérienne et notamment les enfants (surtout les
écoliers).

L’espéce Crataegus azarolus L. est considérée comme plante médicinale largement
utilisée dans la médecine traditionnelle comme bon remeéde pour les douleurs des appareils
digestif et urinaire (Rose et Treadway, 1999). Elle régularise les rythmes cardiagques, la
circulation sanguine, I’hypertension artérielle et calme le systeme nerveux (Pelloti, 1987 ;
Foster et Duke, 1990; Belouad, 2003). D’ailleurs, elle posséde plusieurs activités
thérapeutiques : antispasmodique, astringente, diurétique, fébrifuge, hypotensive et sédative
(Fernandez, 2003).

Lesobjectifs de ce présent travail sont fixés dans les quatre points suivants :
» L’anayse des différents extraits organiques et agueux du fruit de
Crataegus azarolus L. en utilisant la CCM et I’HPLC.
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» Le dosage du contenu en polyphénols, en flavonoides et en tanins des différents

extraits du fruit de Crataegus azarolus L.
> L’étude de [I’activité antimicrobienne des différents extraits du fruit de

Crataegus azarolus L.
> L’étude de [I’activité antioxydante des différents extraits du fruit de

Crataegus azarolus L. en utilisant le test au DPPH et le test de blanchissement du

B-carotene.
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Chapitre| : Etude bibliographique I. Revuesur I’espéce Crataegus azarolus L.

|. Revue sur I’espece crataequs azarolus L .

1. Généralités
1.1. Etymologie

Crataegus azarolus L .. Azérolier ou Epine d’Espagne, en arabe Zaaroura, nomme par

les anglophones Azarole Hawthorne.

Crataegus : nom générique des Aubépines de la famille des Rosacées, désignant en latin
«Crataegon » ou « Crataegos», I’Azerolier (Crataegus azarolus L.) peut ére du grec

(kratos) par allusion ala dureté du bois (Couplan, 2000).

Le nom botanique des aubépines est dérivé d’un terme qui chez Théophraste, désigne
I’azerolier (Brosse, 2000). D’ailleurs son nom du genre « Krataigos », veut dire, fort résistant
(Aymonin, 1993).

azarolus: de I’espagnol «acerola » qui désigne le fruit, lui-méme emprunté a I’arabe
« az-zou’rour »; ce sont donc probablement les arabes qui ont introduit I’ Azérolier en Afrique
du nord, puis en Espagne (épine d’Espagne), d’ou il passa ensuite en France (Mazzocchi,
1999; Brosse, 2000).

L .: I’abréviation du nom du botaniste qui a été le premier a décrire la plante «Karl Van
LINNE », (1707-1778) du Suede, qui a décrit plus de 8000 especes et affecte a chacune
d’elles un nom binominale. La plupart de ces espéces, appelées espéces linneennes, restent

valables de nosjours (Messaili, 1995).
1.2. Origine et Répartition

D’apres Mazzocchi (1999) et Brosse (2000), I’azérolier est originaire de la
méditerranée orientale, sud de I’Europe, Afrique du nord et de I’Asie mineure (de la Crete au
Turkestan). L’aubépine, comprend plus de 200 espéeces, répandue dans les zones tempérées
de I’hémisphére nord (Ozcan et al., 2005).

L’azerolier est présent a I’état sauvage dans tous les pays méditerranéens (Bignami et al.,
2000). 1l est aussi cultivé en Europe, notamment en France surtout pour ses variétés a gros
fruits (poletti, 1987; Brosse, 2000). Naturalise en Amérique du nord et cultivé en région

méditerranéen (Grieve, 2003).
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Chapitre| : Etude bibliographique I. Revuesur I’espéce Crataegus azarolus L.

En Algérie, I’azerolier est localisé surtout dans le tell agéro-constantinois (figure 1),
d’une facon spontanée en forme de foréts assez rares et parfois planté en haies ou en cléture
dans les jardins en zone rurales. Les espéces existantes en plus d’azérolier en Algérie, on
trouve : Crataegus oxyacontha L. (boumekherri ou babaadjina), Crataegus monogyna jacq.
(ssp de C.oxyacontha), Crataegus maura et I’hybride azarolusxoxyacontha=C.ruscinonensis
Gren. et Blanc (Azerolier du Roussillon) (Gloaguen, 1982), ce dernier existe dans le
constantinois, il différe de C.azaroluse par ses pédicelles glabres et ses fruits plus petits (10-
15mm) au lieu de 15 a 30 mm (Quezel et Santa, 1962).

Récemment, Serhane (2005) apu confirmer la présence de I’azérolier dans les
régions:
e Larégion de Constantine : Djebel El Meridj, El Khroub et Ain Abid ;
e Laregionde Guelma: Oued Zenati, Ras el Akba;
e Laregion de Souk Ahras: Bouchegouf ;

e Larégionde Sétif : Bougaa, Ain Roua, Ain Kbira, Beni Aziz, djebel Boutaleb et Ouled
Tebéne;

i

Crataegus azarolus L. Dﬂ Crataegus oxyacantha L.

Figure 1. Aire de répartition du Crataegus en Algérie (Quezel et Santa, 1962).
1.3. Exigences climatiques
L aubépine, arbuste tres résistant, elle supporte toutes les rigueurs du climat: sécheresse,

froid, ventsviolents, pluiestorrentielles et méme lapollution urbaine (Yves-Marie, 1988;

Larousse agricole, 1992).
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Chapitre| : Etude bibliographique I. Revuesur I’espéce Crataegus azarolus L.

L’azérolier préfere les climats chauds, les régions ensoleillées et les sols secs, lourds et
argileux, cet arbre peut se développer sur des sols alcalins voir calcaires et tolére la pollution
atmosphérique (Jacamon, 1992; Ken, 2000; Milouane, 2000; Koyuncu et al., 2007).

1.4. Classification botanique
D’aprés Messaili (1995), La position taxonomique de I’ Azerolier est comme suiit :

Regne: Végéta
Sous-régne : Cormophytes (plantes a axe ou plantes vascul aires)
Embranchement : Spermaphytes (plantes a graines)
Sous-embranchement : Angiospermes (plantes a fruits)
Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Dialypétales (Choripétal es)
Série: Calciflores
Ordre: Rosales
Famille : Rosacées
Tribu : Pirées
Genre: Crataegus
Espece: Crataegus azarolusL.
Cette espece appartient a une famille trés importante en agriculture; elle renferme la plupart
de nos arbres fruitiers. Les Rosacées, en général sont divisées en deux grands groupes, les
multicarpellées et les paucicar pellées. Ce dernier comprend quatre tribus : Spirées, Prunées,
Pir ées, Chrisobal anées.
Au Pirées, appartient les Genres : Pyrus, Cydonia, Eriobotrya, Crataegus, Cotoneaster et
Mispilus.
Crataegus, Aubépine est une des Rosacees spontanées d’Algérie (Messaili, 1995; Quezel et
Santa, 1962).
1.5. Description de I’espece
L’azerolier ou épine d’Espagne arbuste ou arbrisseau (4-6m), plus rarement petit arbre
(jusqu’al2m). Ecorce lisse et gris clair, devenant brunatre avec gercures. Rameaux pourpres
fonces, peu épineux (parfois sans épines), les jeunes blanchatres cotonneux, bourgeons

globuleux.
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Chapitre | : Etude bibliographique |. Revue sur I’espéce Crataegus azarolus L.

Feuilles caduques, aternes, a pétiole poilu-cotonneux (au moins a la base), de 2 a 5 cm de
longueur, en forme d’éventail profondément divisées en 3-5 lobes entiérs ou peu dentés,

poilus, de couleur verte blanchétre en dessous (figure2).

Figure 2. Arbre et fruits du Crataegus azarolus L.

www.comune.fe.it (consulté le 21 mars 2009)

Fleurs blanches ou rosées (avril-mai), odorantes, en bouquets terminaux en inflorescences
denses, de 10 a 20 petites fleurs a pédoncules velus-cotonneux. Sépales a-peu-prés aussi

larges que longs, a deux styles (parfois un seul style).

Fruits assez gros (azeroles) mlrissent en Septembre Octobre ressemblédt a des pommes
miniature, de forme ovoide 1,5 a 2 cm de diamétre, rouge vermillon ou jaunétre vire au blanc
créeme, a la chair pulpeuse parfumée, d’un goQt acidulé, agréable, a 2 noyaux osseux, planes a
la face intérieure, parfois trois noyaux triangulaires rainurés, ou un seul noyau entier
(Fournier, 1952; Quezel et Santa, 1962 ; Huxley, 1974 ; Olegpal, 1974 ; Pokorny, 1975;
Gloaguen, 1982 ; Yves-Marie, 1988 ; Bosse, 2000; Espiard, 2002).

Page 6


www.comune.fe.it
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2. Composition chimique

Plusieurs travaux ont éé réalisés pour déterminer la composition chimique de
I’aubépine afin d’expliquer son pouvoir traitant et ses applications médicaes et
pharmaceutiques.

L’ aubépine posséde un potentiel énergétique et nutritionnel non négligeable confirmé
par les travaux de plusieurs chercheurs, ceux d’Ozcan et al., (2005) sur des espéces Turque de
Crataegus, a achevé aux résultats présentés dans le tableau I.

Tableau |. Propriétés biochimiques de la pulpe de Crataegus spp
(Ozcan et al., 2005)

Fraction teneur
Humidité 64.26%
Protéines 2.48%

Lipides 0.87%
Cellulose brute 4.67%

Cendres 2.28%

Energie 34.02 (Kcal/g)

Les fruits de I’azérolier contiennent 15.9% des sucres totaux, les oses simples
majoritaires comme le fructose, glucose et rhamnos (Dzhangaliev, 2002).
Selon les travaux de Bignami et al., (2000) sur plusieurs variétés de Crataegus azarolus L.,
montrent |a richesse en saccharose de quelques variétés et son absence chez certains. Ces
fruits sont aussi riches en polysaccharides : cellulose et pectine (Baba Aissa, 1999).
Selon I’étude réalisée par Saadoudi, (2008) concernant la fraction glucidique de I’azerole
algérien provient de la région de Mila, les sucres solubles sont d’une teneur de 9.86% de la
matiere seche, ou 3.03% présente des sucres réducteurs et 6.83% du saccharose. Concernant
les polysaccharides, cette espece renferme 6.86% de pectine et 11.97% de cellulose, de la
matiere fraiche du fruit. Son apport énergétique est de 37.98 Kcal (Saadoudi, 2008).

Le contenu des fruits secs d’azérolier en aminoacides totaux varie entre 3 a 6%,
caractérisé par des acides aminés aromatiques (Chang et al., 2006).

Les lipides sont présents en trace (Brunetone, 1999), le travail de Ferhat, (2008) sur

I’azérole de la région de N’gaous aboutit au contenu de 0.67% matiere grasse par matiere
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seche. D’ou 1.32% de cette matiere sont des lipides insaponifiables, les acides gras
dominants qui sont I’acide oléique et I’acide linoléique.

Selon

Concernant les é éments minéraux, le tableau 11 présente les principaux éléments de
la partie charnue de Crataegus spp (Ozcan et al., 2005) et ceux trouves par Boudraa, (2008 ),
concernant, Crataegus azarolus L. de lawillaya de Batna.

Tableau I1. Teneur en é éments minéraux des fruits de Crataegus
(Ozcan et al., 2005; Boudraa, 2008)

Teneur (ppm)
Elément Ozcan et al., (2005) Boudraa, (2008)

Ca 3046.37+199.90 4349.6+0.00
P 1477.88+53.15 131.1+14.8
13531.96+501.38 2502.6+17.0
Mg 1502.55+120.06 4746.9+4.9
Na 312.18+13.39 137.0+0.00

Fe 32.77+2.46 45.6+7.2

L’aubépine est caractérisée par sa richesse en acides organiques (3-6%), tels que
I’acide caféique, malique, tartrique, citrique et chlorogénique (Chang et al., 2006; Kjager et al.,
2006). L augmentation de ces acides permet de stabiliser les substances phénoliques au cours
du stockage (Brunetone, 1999 ; Chang et al., 2006). Les polyphénols interviennent dans la
gualité aimentaire des fruits. D’ou, les composés phénoliques déterminent également la
saveur des fruits. Les flavonoides sont responsables de I’amertume des fruits attardés (citrus
surtout) et peuvent donner naissance par transformation chimique a des dihydrochalcones a
saveur sucrée. Les tanins sont a I’origine de la sensation d’astringence des fruits non mars
(Dubois et al., 1977). Les anthocyanes et certains flavonoides participent a la coloration des
fruits mars (Spignoli et al., 1999).
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HO OH
OH \

OH

Acide chlorogénique Acide caféique

Figure 3. Structure chimique des acides phénoliques de I’aubépine.

Les analyses réalisées par Hadjimitsi et Zabetakis (2005) sur la pul pe des azéroles ont

permis la détermination de quarante quatre composés volatils dominés par les aldéhydes
aliphatiques et aromatiques, les cétones, les acools, |es monoterpénes et les triterpenes.
Les études réalisees par Urbonaviciuté et al., (2006) au moyen d’HPLC, ont démontré la
présence des flavonoides tels que: vitexine, quercétine, hypéroside, procyanidines oligomeres.
Les extraits aqueux des azeroles sont trés riches en flavonoides (Skerget et al., 2005; Chang et
al., 2006)

Les majeurs métabolites secondaires de cette espece sont des flavonoides (1-2%) et

des proanthocyanidols (2-3%) (Bruneton, 1999; Degenring et al., 2003 ; Ercicli et al., 2004 ;
Lijuan et al., 2005, Vallset al., 2007).
On rencontre de la rutine, hypéroside, orientine, vitexine, et leur dérivé
vitexine-2”-O- rhamnoside (flavonoide principal des fleurs), acétylevitexine-2”rhamnoside
(accompagné chez quelque espéce) (Rita Bilia et al., 2007). Dans I’inflorescence, des
flavonoides glycosides essentiellement quercétol-3 galactoside, hypéroside, spiréoside et
rutoside sont présents (Bruneton, 1993 ; Bruneton, 1999 ; Fong et Bauman, 2002). Selon
Dacosta (2003), les baies d’aubepine contiennent des flavanones, précisement la naringine
(naringénine-3 rhamnoglucose).

Dans les feuilles, les proanthocyanidines sont caractéristiques; procyanidol di, tri,
tétra et oligomeres d’ (-) épicatéchine et /ou (+) catéchine, avec des liaisons de type (43->8),
(4B—>6) (Bruneton, 1999). Selon Svedstrom et al., (2002a, 2002b), les procyanidines
représentent 0,2% de la matiere seche des azéroles et ont identifié deux oligomeres
procyanidines; un trimére: épicatéchine (43 —8) épicatéchine (4B -6) épicatéchine et un
pentameére constitué d’unités (-) épicatéchine liées par desliaisons (4p - 8).
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Figure 4. Structure chimique des majeurs Flavonoides et procyanidol de I’aubépine.
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Les flavonoides et les oligomeres procyanidiniques sont surtout dans les feuilles et les
fleurs, mais ils sont plus faibles dans les fruits: environ 0.1-0.5% flavonoides, ains la
vitexine et la vitexine 2”-rhamnoside ne sont présents qu’en traces (Wichtel et Anton, 1999).

Les constituants non phénoliques sont les acides triterpéniques pentacycliques de
(0.5-1.4%), comme I’acide ursolique, I’acide oléanolique et son dérive le 2-a hydroxy connu
sous le nom de I’acide crataegolique sont parmi les composés caractéristiques des Crataggus
(Chang et al., 2002 ; Fong et Bauman, 2002).

COOH

Acide crataegolique Acide ursolique Acide oléanolique

Figure 5. Structure chimique des acides triterpéniques de I’aubépine.

D’aprés Rose et Treadway (1999), les constituants thérapeutiques principaux qui ont
été isolés de I’aubépine sont des flavonoides et des procyanidines. D’autres constituants
incluent la catéchine, les triterpénoides, les acides carboxyliques aromatiques, les dérivés
aminés et de purine et divers autres composés (Lacoste, 2006).

3. Propriétés phar macologiques

En médecine Chinoise, I’aubépine est employée depuis environ 650 ans avant I’ére
chrétienne, notamment pour traiter les troubles cardiovasculaires (Croxton et Sparks, 2002 ;
Chang et al., 2003).

En Algérie; les populations algériennes utilisent I’azérolier depuis longtemps pour des
soins divers (Abdelguerfi, 2003).

Vers la fin du 19°™ siécle, les médecins européens commencérent & expérimenter
I’aubépine comme médicament pour les maladies cardiovasculaires (Brothers, 1917 ; Rose et
Treadway, 1999 ; Lacoste, 2006). Aujourd’hui, la plante connait une grande vertu, elle entre
dans la composition de plus de 200 préparations médicinales (Lacoste, 2006). Elle est
géneralement associée a d’autres espéces: passiflore, valériane, voire tilleul ou mélisse
(Bruneton, 1999).
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Lesfruits et les feuilles de I’aubépine ont été considérés comme bon remede pour les
douleurs de I’appareil digestif et urinaire (Rose et Treadway, 1999). Elle est antispasmodique,
astringente, diurétique, fébrifuge, hypotensive, sédative (Fernandez, 2003).

Les fleurs de I’azerolier régularisent les rythmes cardiagues, la circulation sanguine,
I’hypertension artérielle et calment le systeme nerveux (Polleti, 1987 ; Foster et Duke, 1990 ;
Belouad, 2005). Comme ils agissent sur les symptdémes assez variables : irritabilité, insomnie,
gene de larespiration, vertige, sensation d’angoisse (Belouad, 2005).

Les feuilles ont la réputation de traiter les maladies cardiovasculaires, le cancer, le

diabéte et lafaiblesse sexuelle (Ljubuncic et al., 2005)

Bien avant le siécle dernier, ses remarquables propriétés tonicardiaques avaient été
reconnues (Ody, 1995 ; Lacoste, 2006). Les récentes analyses ont confirmé ces propriétés :

e Selon Ammon et kaul (1994a, 1994b), les extraits aqueux et alcooliques des azéroles ont
des effets tres bénéfiques sur le cceur, la circulation sanguine et la décontraction vasculaire
sur I’aorte (Viereling et al., 2003).

e Laracine, lafeuille et la fleur de Crataegus contiennent tous des composés cardioactifs
(McGuffin, 1997).

e Seon les éudes de Sun et al., (2002) les extraits de crataegus ont montré des effets
cardioprotecteurs via I’activité de piéger les radicaux et d’inhiber I’élastase.

e Les éudes signaées par Ozcan et al., (2005) ont confirmé le potentiel cardiotonique de
ces fruits car ils sont employés pour le traitement de la faiblesse du cceur, plus
particulierement si ceci est accompagné par une hypertension.

e Les fruits sont employés pour le traitement de diverses maladies cardiovasculaires, y
compris I’insuffisance cardiaque, I’hypertension et I’athérosclérose (Veveris, Koch et
Chatterjee, 2004 ; Chang et al., 2006).

Depuis longtemps apprécié par leur astringence, les azéroles permettent de réduire
les diarrhées et les maux du cycle mensuel, d’assouplir la peau et de traiter les problémes de
I’hydropisie. Ils ont aussi des propriétés diurétiques (Ody, 1995; Ozcan et al., 2005).
Les fruits du Crataegus azarolus L. sont devenus parmi Les remédes de I’hypertension
orthostatique (Kroll et al., 2005).

Les analyses effectuées par Zhang et al., (2002) lui ont permis de déduire que les
extraits aqueux et éthanoliques des azéroles diminuent le taux de cholestérol dans le sang en
favorisant une sécrétion importante des acides biliaires. Dans une autre étude sur I’hnomme,

concernant des volontaires diagnostiqués en tant que hyperlipidimiques, aprés un mois de
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consommation d’aubépine, les niveaux moyens de cholestérol et de triglycérides du serum ont
diminué de 7.31+£1.04 au 6.19+1.56 mmol/I et de 1.93+0.92 au 1.75+0.96 mmol/l (P<0.001)
(Zapatero, 1999). Lateinture de Crataegus empéche également I’accumulation du cholestérol
dans le foie en augmentant la dégradation de cholestérol en acides biliaires et simultanément
par suppression de la biosynthése du cholestérol (Rgjendran et al., 1996).

L aubépine renforce la contraction du myocarde (Gruenwald., 1998). Les extraits
procyanidines de I’aubépine aident a réduire les niveaux de cholestérol et & diminuer la taille
des plaques athérosclérotiques. Cette action est le résultat de la capacité de I’aubépine a
maintenir I’intégrité de la matrice (collagene) des parois des vaisseaux, les rendant plus
résistants, ce qui peut aider a empécher le développement et la progression de la plague
athérosclérotique (Rose et Treadway, 1999). Les procyanidines oligomeéres sont responsables
des actions cardiagues des Crataegus. Ils augmentent I’utilisation de I’oxygeéne par le cceur et
aident le métabolise enzymatique (Davies, 2000).

Les proanthocyanidines favorisent la relaxation et la dilatation des artéres
coronariennes, de ce fait augmentent I’irrigation cardiaque. Ils sont auss trés antioxydants,
stoppent ou diminuent la détérioration des vaisseaux sanguins (Chevallier, 1996). Les extraits
hydro-al cooliques et |es procyanidols augmentent le débit coronarien (expérimenté sur organe
isolé et de méme in vivo). L’action impliquerait une inhibition de la phosphodiestérase de
I’AMPc et I’on a mis en évidence une activité sur les récepteurs B-adrénergiques
(Bruneton, 1999).

Les amines cardiotoniques: triméthylamine ; dans les fleurs seulement, phénylalanine
et tyramine permettent une meilleure circulation, réduisent I’hypertension et donc
maintiennent I’équilibre cardiaque (Davies, 2000).

Les acides phénoliques ; acide citrique, acide tartrique, acide chlorogénique et acide
triterpénique crataegolique augmentent et favorisent I’écoulement du sang. L’acide citrique
équilibre les niveaux de I’acidité du corps, favorise également la fonction digestive en
augmentant la production de bile (Davies, 2000).

Les extraits de Crataegus ont montré une basse toxicité avec une dose létale LDsp
egale a25mg/Kg (Ammon et Handel, 1981).

Selon Bruneton (1999), La drogue n’est pas toxique en aigu, on ne lui connait ni effets

secondaires majeurs, ni interactions médicamenteuses, ni contre-indication.
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4. Autres utilisations

Les bouquets de fleurs blanches, roses ou rouges parsemées d’étamines noires, le vif
feuillage automnal et les baies écarlates sont autant de présents que nous offrent les
charmantes aubépines (Yves-Marie, 1988). Des formes et des cultivars divers d’aubépines
sont recherchés pour I’ornementation et la beauté de leur floraison (Corbin, 1992). Elle est
également utilisée comme porte greffe, produit des hybrides entre Aubépines et Néflier
(Timbal, 1986; Beloued, 2003).

Dans la nature, il fournit un abri excellent et des emplacements pour beaucoup de
petits animaux. Ces baies constituent une bonne source aimentaire importante pour les
oiseaux, les rongeurs et autres mammiféres, surtout en hiver (Croxton et al., 2002
Gamlin, 1993).

Selon Serhane (2005), en Algérie, les azéroles sont considérés comme source de
revenu vu leur commercialisation. Les fleurs sont considérées comme source nourriciere pour
les abeilles, en période de floraison. L’azerolier est un arbre d’alignement ou de cléture
défensive autour des prairies, armé d’épine interdise I’acces du bétail (Iserin, 2001). Un plant
de reboisement et de lutte contre I”érosion.

Plusieurs études ont confirmé le potentiel des fruits crataegus azarolus L. en tant que
bonne source d’antioxydants vu leur richesse en procyanidines, en flavonoides (flavones)
(Skerget, 2005 ; Svedstrém, 2006). Les feuilles et les sommités fleuries sont utilisées pour la
préparation du thé et des tisanes, les fleurs pour I’aromatisation et |a décoration des sirops, du
dessert et des salades (Uphof, 1959; Lust, 1983; Kunkel, 1984; Galle, 2005).

Beaucoup de produits obtenus a partir de la pulpe du fruit; les confitures, les
marmelades, les gelées, les sirops, les jus, les boissons alcooliques et la farine, comme il
rentre dans la préparation de vinaigre. Les différentes transformations diminuent I’apport
vitaminique de ce fruit et la consommation a I’état frais reste préférable (Aymonin, 1993;
Theiss, 2002; Ercidi et al., 2004; Ljubuncic et al., 2005; Koyuncu et al., 2007,
Vivar-Veraet al., 2007).

Longtemps, chez les anciennes civilisations, I’aubépine a eu la réputation d’accroitre
la fertilité et la fidélité conjugale, assure la protection et le bonheur des nouveaux nés, c'est
I’arbuste sacré des fees (Iserin, 2001; Lacoste, 2006).
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I1. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires, substances trés variées qui ne sont pas impliquées
dans les activités fondamentales des organismes. Ils sont dans leur grande majorité issus de
plantes supérieures. Leurs roles physiologiques demeurent assez mal connus, ils semblent
jouer un role dans la défense des végétaux contre les infections des pathogenes (Amiont,
1990 ; Treutter et Feucht, 1990) et également jouer un réle dans la protection contre les UV
(Awad et al., 2000). Parmi ces métabolites; les polyphénols, les saponines, les terpénoides,

les alcaloides, ...etc. dont certains possedent plusieurs vertus thérapeutiques.

Les polyphénols caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portent des
groupements hydroxyles libres ou glycosylés. Ils sont présents dans toutes les parties des
Végétaux supérieures (racines, tiges, fedilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) ; et sont
impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la
rhizogénése, la germination des graines et la maturation des fruits (Boizot et Charpentier,
2006). Les principles classes des composants phénoliques sont les acides phénoliques (acide
caféique, acide ferulique, acide chlorogénique...), les flavonoides, les tanins, et les
coumarines (King and Young, 1999 ; Tapiero et al., 2002). Les composants phénoliques sont
des molécules biologiquement actives (King et Young, 1999), largement utilisés en
thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques,
antioxydants et antimicrobiens (Bahorun, 1997 ; Cetkovic et al., 2008).

Les métabolites secondaires majoritaires du fruit de Crataegus azarolus, sujet
d’étude, se présentent en flavonoides (flavones, flavonols) et en tanins condensés d’unité de
base flavanol (flavan-3-ol : épicatéchine), d’ou I’aubépine est considéré comme drogue a

proanthocyanidols dimeres (Bruneton, 1999).
1. Lesflavonoides

Les flavonoides (flavus, jaune en latin) représentent une large gamme de composés
naturels, appartenant a la famille des polyphénols, considérés comme des pigments quas
universels des végétaux, dont plusieurs sont responsables de la couleur vive des fleurs, des
fruits et des feuilles (Pietta, 2000 ; Ghedira, 2005).
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1.1. Structure chimique et classification

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et par conséquent,
possedent tous un méme sguelette de base a quinze atomes de carbones, constitué de deux
cycles aromatiques en Cg (cycle A et cycle B), relié par un hétérocycle en Csz (cycle C)
(Bruneton ; 1999 ; Pietta, 2000) figure 6.

Figure 6. Structure de base des flavonoides

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le degré
d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C (Pietta, 2000), dont les plus
importantes sont les flavones, les flavanones, les flavonols, les flavanols, lesisoflavones et les
anthocyanidines. La figure 7 résume les deux voies shikimate et acétate, principales de la

biosynthese des flavonoides ainsi que leurs différentes classes (Remesy et al., 1996).

Les composeés de chaque classe se distinguent entre eux par le nombre, la position et la nature
des substituants (groupement hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles
aromatiques A et B (Heim et al., 2002). Dans les flavonoides au sens strict, le deuxiéme cycle
benzéne (B) se lie a I’hétérocycle (C) en position 2. Lorsque la liaison s’effectue en position
3, les composés résultant sont des isoflavonoides. En plus I’hétérocycle (C) peut étre pyrone
(flavon) ou son dihydrodérivé (flavanone). La fixation d’un groupement hydroxyle sur le
carbone 3 dans les deux cas précédents constitue respectivement les flavonols et les
flavononols (Birt et al., 2001). A I’état naturel, on trouve trés souvent les flavonoides sous
forme de glycosides. Une ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont glycosylées, I’unité
glycosidique la plus commune est le glucose mais parfois elle peut étre Glucorhamnose,
galactose, arabinose ou rhamnose. La partie du flavonoide autre que le sucre est appelée

aglycone ou génine (Heim et al., 2002)
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Figure 7. Voie de biosynthése de différentes classes des flavonoides (Remesy et al., 1996)
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1.2. Localisation et distribution

Dans le regne végéta, les flavonoides sont rencontrés chez les végétaux supérieurs, on les
trouve en abondance dans les familles : Polygonacees, Rutacees, Legumineuses, Apiacees et
Asteracees (Hadi, 2004). Les flavonoides sont largement abondants dans les |égumes feuilles,
ains que dans les téguments externes des fruits. On estime que la prise moyenne des
flavonoides par I’lhomme s’étend de 25 mg a 1 g/jour (Wang et Mazza, 2002). De nombreux
travaux ont montré que certains fruits et 1égumes sont tres riches en flavones, flavonols et
flavanones (tableau I11) (Merfek, 2003). Lugas et al., (2003) ont étudié la composition en
flavonoides de quelques fruits et légumes (tableau 1V) et ils ont conclu que la teneur des
aliments en flavone et en flavonol est fortement influencée par des facteurs tels que: la

variation du type, la croissance, la saison, le climat et |e degré de maturité.

Tableau I11. Distribution nutritionnelle des Tableau V. Teneure en flavonoides de quelques
flavonoides (Merfek, 2003) fruits et |légumes (Lugas et al., 2003)
Echantillon flavonoides totaux
Flavonoides Aliments végétal (poids a I’état frais mg/Kg)
légumes
lavanones _ _ Brocoli 46.2
naringénine fruit du genre citrus Chou blanc 17.7
Flavones Oignon rouge 124.1
Chrysine peau de fruits Oignon pourpre 195.6
apigénine persil, thym, romarin Epinards 338.6
lutéoline persil, céleri Persil feuilles 80.8
Cédleri feuilles 402.8
Flavonols fruits
kempférol radis, brocoli, thé noir .
quercitine oignon, pomme, olive, tomate| | Pasteque 184
myricétine canneberge, vin rouge Cassis 52.8
Fraises 1003
Flavan-3-ols Raisin 38.7
épicatéchine thé vert, thé noir Noix 4565
ga’;ec;lhll ne y tr_\e vert, thé noir Kiwi 223
épigallocaréchine | vin rouge Banane 298
Anthocyanidols Pomme 65.3
cyanidol cassis, myrtilles Poire 24.7
malvidol raisins, fraises, cassis Prune 23.3
apiginidol framboises, fraise Abricot 11.5
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Concernant Le monde animal, on trouve des flavonoides dans la propolis des abeilles
par exemple la chrising, la quercétine et la galangine. Ces insectes |les synthétisent a partir des
sécrétions de bourgeons de nombreux arbres et les modifient grace a leurs enzymes salivaires
(Merfek, 2003).

1.3. Activités biologiques des flavonoides

La principale propriété initialement attribuée aux flavonoides, est d’étre
vasculoprotectrice et venotonique (Bruneton, 1999). Actuellement, les flavonoides sont
connus par de remarquables activités pharmaco biologiques comme entre autres des effets
hypocholestérolémiants (Formica et Regelson, 1995) antiviraux, antimicrobiens, et
anticancéreux (Narayana et al., 2001; Seyoum et al., 2006) antiallergiques, anti-
inflammatoires, anti-thrombotiques, anti-tumoraux et hépato protecteurs (Middleton et al.,
2000). Ces activités sont attribuées en partie aux propriétés anti-oxydantes de ces composes
naturels (Saijaet al., 1995).

1.3.1. Activité antioxydante

L activité du piégeage des radicaux libres est I’un des mécanismes importants de
I’activité antioxydante, ce mécanisme est lié a la structure et al’arrangement des groupements
hydroxyles des flavonoides (Sokol-Letowska A et al., 2007). Des études faites sur la capacité
des flavonoides a piéger les radicaux libres ont montré que les composés les plus actifs sont

ceux qui combinent les criteres suivants :

i. La structure ortho dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui confere la
stabilité au radical flavonoxy et participe ala délocalisation des é ectrons.
ii. Ladouble liaison C,-C3 en conjugaison avec lafonction 4-o0xo.
iii. Laprésence du groupe 30H en combinaison avec ladouble liaison C,-Cs.
A titre d’exemple, la quercétine satisfaite a tous ces critéres et par conséquent, elle est le
compose le plus actif de lafamille des flavonoides (Marfak, 2003 ; Balasundram, 2006).

A cause de leur faible potentiel redox, les flavonoides (Flav-OH) sont thermo
dynamiquement capables de réduire les EOR comme OH" et O,, les radicaux peroxyl et
alkoxyl par transfert d’hydrogene (figure 8). Le radical aroxyle résultant (Flav-O") peut réagir

avec un autre radical libre pour former une structure quinone stable (Javanovic et al., 1994).
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Figure 8. Piégeage des espéces réactives oxygeneées par les flavonoides (Pietta, 2000)

Les flavonoides sont considérés comme de bons chélateurs des ions métaliques
responsables de la production de radical hydroxyle (Fe et Cu), les sites potentiels pour la
chélation de ces ions métalliques sont; i. un noyau catéchol sur le cycle B, ii. Les groupes 3-
hydroxyle et 4-oxo du cycle C et iii. Les groupes 4-oxo0 et 5-hydroxyle entre les cycles A et C
(Pietta, 2000 ; Heim et al., 2002).

L’inhibition des enzymes génératrices des EOR présente un autre mécanisme de
I’activité antioxydante, les flavonoides sont capables d’inhiber la xanthine oxydase et d’autres
enzymes comme la protéine kinase C, cyclooxygénase et la lipooxygénase. Ceux qui
possedent une moitié catéchol sur le cycle B inhibent la succinoxidase mitochondriae et la
NADH oxydase (Pietta, 2000 ; Denciov et Afanas’ev, 2005).

1.3.2. Inhibition enzymatique

Les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiques, ils inhibent plusieurs enzymes

intervenant dans divers mécanismes biol ogiques.

Ils inhibent I’histidine decarboxylase, I’élastase, I’hyaluronidase, ce qui permettrait
de conserver I’intégrité de la substance fondamentale de la gaine vasculaire ; ils inhibent aussi
d’une maniére non spécifique la catéchol-O-méthyltransferase, ce qui augmenterait la quantité
de la catécholamine disponible et donc provoquerait une é évation de la résistance vasculaire.
En plus, les flavonoides inhibent la phosphodiestérase de I’AMPc, ce qui pourrait expliquer
leur activité anti-agrégante plaquettaire; aussi, ils inhibent I’aldose réductase qui est
impliquée dans la pathogénie de la cataracte (Bruneton, 1999). Par ailleurs, les flavonoides
peuvent inhiber la promotion de tumeur atravers un effet inhibiteur sur la phosphoxylase C et

la protéine kinase (Formica et Regelson, 1995 ; Kao et al., 2007).
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1.3.3. Activité cardiovasculaire

Les flavonoides sont capables de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins
et de renforcer leur résistance (Bruneton, 1999). Ils sont des protecteurs des maladies
cardiovasculaires, peuvent induisez la vasodilatation et provoquent la relaxation des muscles
lisses cardiovasculaires ce qui engendre une activité anti-hypertensive et des effets

antiarrhythmiques (Formica et Regelson, 1995).

Les flavonoides protegent LDL de I’oxydation et par conséquent empéchent la
formation des plaques athérosclérotiques, ils ont des effets antithrombotiques a travers

I’empéchement de I’agrégation plaquettaire (Formica et Regelson, 1995).
1.3.4. Activité anti-inflammatoire

Les flavonoides ont un effet palliatif sur I’inflammation dd a I’inhibition de la
libération de I’histamine et la synthese des leucotrienes et comme piégeurs de superoxyde
(Formica et Regelson ,1995).

Des études montrent que certains flavonoides sont capables de modifier le
métabolisme de I’acide arachidonique, qui conduit a la formation des prostaglandines et des
leucotriénes médiateurs de I’inflammation et des manifestations allergiques (Landolfi, 1984).

1.3.5. Activités antimicrobienne et antivirale

Théoriquement, les flavonoides pourraient exercer des effets antibacteriens puisqu’ils
sont de puissants inhibiteurs in vitro de I’ADN gyrase (Picman et al., 1995). D’autre part,
pluseurs études ont montré I’effet bactéricide de différentes flavanones sur un

Saphylococcus aureus.

L activité antifongique des flavonoides est aussi établie, une étude faite sur Dianthus
caryophyllus a montré I’efficacité de ces flavonoides sur des souches fongiques (Galeotti et
al., 2008). Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute tres
complexe. Parmi les hypothéses avanceées, il faut citer :

e L’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes.

e Séguestration de substrats nécessaires a la croissance microbienne ou la chélation
de métaux tels que lefer.

e L’inhibition du métabolisme microbien (Mila et Scalbert, 1994).
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Les flavonoides sont capables d’agir au niveau de la synthése des protéines virales
(Mahmood et al., 1993). Mucs et Pragai, (1985) ont également montré une corrélation entre
I’effet inhibiteur de certains flavonoides sur divers virus d’herpes et leur capacité a augmenter

les taux intracellulaires en AMP cyclique dans les cellules infectées.

Des travaux ont mis en évidence un impact des flavonoides sur le rétrovirus HIV
responsable du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), aussi les flavonoides se sont
avérés de bons inhibiteurs de transcriptase reverse (Spedding et al., 1989). Autre étude a
montré que | es flavonoides pouvaient avoir une action plus sélective en interagissant avec une
glycoproténe de surface du virus HIV, empéchant ainsi la liaison du virus a la cellule hote.
Enfin, les flavonoides restent susceptibles d’inhiber I’intégrase rétrovirale du virus HIV-1,
cette enzyme permet I’intégration du génome viral a celui de la cellule héte (Mahmood et
al., 1993).

2. Lestanins

Les tanins sont des composeés polyphénoliques, hydrosolubles de masse moléculaire
comprise entre 500-3000. Ayant la propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de la rendre
imputrescible. Cette propriété est liée a leur aptitude a se combiner a des macromol écules
(protéines, polysaccharides...) (Zimmer et Cordesse, 1996 ; Ghestem et al., 2001). Parmi les
caractéristiques des tanins le golt dastringence qui est une sensation tactile due a la
précipitation des protéines salivaires et qui crée une sensation d’assechement dans la bouche
(Peronny, 2005).

Le réle biologique des tanins dans la plante est lié a sa propre protection contre les
infections fongiques et bactériennes (Peronny, 2005), les insectes et les animaux herbivores
(Khanbabaee et Ree, 2001).

2.1. Structure chimique et classification

Selon leur structure chimique les tanins sont classés en deux groupes :
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2.1.1. Tanins hydrolysables

Ce sont des polyesters de glucose (ou de molécules apparentées) et d’un nombre
variable d’acide phenolique qui est : soit I’acide gallique dans le cas des tanins galliques, soit
I’acide hexahydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés d’oxydation dans le cas des tanins
élagiques (Bruneton, 1999 ; Ghestem et al., 2001) (Figure 9).

HO O
CO,H HO OH HQ OH
~C4
L
OH OH o OH
OH CoH COH o]
Acide Gallique Acide hexahydroxydiphénique Acide Ellagiques

Acide Tannique (gallotannin) Acide Tannique (ellagitannin)

Figure 9. Structure des tanins hydrolysables et leur monomeére (Bruneton, 1999).
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2.1.2. Tanins condensés (proanthocyanidines)

Ce sont des dérivés non hétérosidiques, n’ayant pas tous des propriétés tannantes,
résultant de la polymérisation d’un nombre variable d’unités flavane (flavan-3-ols), le plus
souvent épicatéchine et catéchine, avec un degré de polymérisation entre deux et plus de
cinquante unités (Ghestem et al., 2001 ; Khanbabaee et Ree, 2001). Ces unités liées entre elles
par une seule liaison carbone-carbone 4 - 8 ou 4 - 6 dans les proanthocyanidines de type B,
ou par une liaison interflavanique double (C-4- C-8 ou C-4- C-6) et (C-2- O- C-7) dans
les proanthocyanidines de type A (Bruneton, 1999 ; Vivas et al., 2006) (Figure 10).

Ry

OH

R,

Flavan-3-ol

OH

OH
OH

OH

OH

OH

Procianidinol A-1 Procianidinol B-2

Figure 10. Structure des tanins condensés et leur monomere (Bruneton, 1999).
2.2. Localisation et distribution

Tres répandus dans e regne végétal, Les tanins sont particulierement abondants chez
les Coniféres, les Fagacée et les Rosacée (Ghestem et al., 2001).

Tous les organes végétaux peuvent en renfermer (I’écorce, le bois, les feuilles, les

fruits, les racines, les graines) avec une accumulation fréquente dans les organes agés surtout
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I’écorce (Ghestem et al., 2001 ; Khanbabaee et Ree ,2001). Les tanins sont présents dans une
variéte de plantes utilisées dans I’alimentation notamment les céréales, les [égumineuses et les
fruits (sorgho, millet, orge, haricots secs, petits pois, caroube, pomme, mire, canneberge,

datte, raisin, aubépine, péche poire, kaki, prune, framboise et fraise) (Peronny,2005).
2.3. Activités biologiques et thérapeutiques destanins

Les tanins sont des molécules biologiquement actives, douées d’activités
pharmacol ogiques remarquabl es et des effets caractéristiques sur la santé humaine (Chavan et
al., 2001 ; Okuda, 2005). Comme anti-inflammatoire, anticancérogénique, son potentiel peut
étre lié au propriété antioxydante qui apparait importante dans la protection cellulaire des
dommages oxydatifs (Yang et al., 2000 ; Chung et Wei, 2001).

Les tanins diméres procyanidoliques, considérés comme responsables de I’activité
inotrope cardiaque positive et coronarodilatatrice des sommiteés fleuries de I’aubépine ont
auss des propriétés proches de celles des flavonoides: augmentation de la résistance
capillaire, diminution de la perméabilité capillaire, augmentation du tonus veineux,
stabilisation du collagéne, etc. (Bruneton, 1999).

Les tanins présentent une activité antiulcéreuse et antiparasitaire, en effet, la
consommation des plantes a tanins peut affecter |a biologie de certaines especes de parasites
intestinaux (Peronny, 2005).

2.3.1. Activité antioxydante des tanins

Les tanins ont la particularité d’inhiber la peroxydation des lipides en agissant
comme donneur de proton et accepteur de radicaux libres, stoppant ainsi le mécanisme d’auto
oxydation (Perret, 2001). Les tanins hydrolysables et condensés sont 15 a 30 fois plus

efficaces que les phénols simples (Peronny, 2005).

De méme, il a éé démontré in vitro que les tanins sont plus actifs que les vitamines
et que les procyanidines B-1 et B-3 étant des antioxydants pour I’acide linoléique, ils ont une
activité antioxydante supérieure a celle de I’acide ascorbique et I’a-tocophérol (De Bruyne et
al., 1999). Dans une autre étude faite sur la propriété du piégeage radicalaire, il a éé
remargué que les procyanidines dimériques peuvent emprisonner 8 radicaux pyroxyles alors
que I’acide ascorbique emprisonne un seul radical, et I’a-tocophérol emprisonne deux
radicaux (De Bruyne et al., 1999).
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Plusieurs propriétés structural es des tanins augmentent leur activité antioxydante:

La galloylation, préférablement en position 3° augmente la capacité du piégeage pour I’Oy
et OH".

Le piégeage de O, est plus important pour les dimeres procyanidines couplés par une

liaison (4 - 8) que les diméresliés par uneliaison (4 - 6) (De Bruyne et al., 1999).
2.3.2. Inhibition enzymatique

La fixation des tanins avec les protéines peut engendrer I’inhibition de plusieurs
enzymes. Le blocage de la 5-lipoxygénase par la géraniine et la corilagine; I’inhibition de
I’enzyme de conversion de I’angiotensine, de I’activation de la hyaluronidase, des
glucosyltransferases des microorganismes impliqués dans la cariogenese; inhibition des
topoisomeérases par la sanguine H6 ou I’acide chébulagique ; inhibition de la protéines kinase
C par les tanins élagiques et les tanins complexes, les diméres procyanidoliques ont une
activité inhibitrice sur I’histidine décarboxylase et I’élastase (Bruneton,1999 ) ; inhibition de

I’0—amylase salivaire humaine (Kandraet al., 2004).
2.3.3. Activite thérapeutique due a I’astringence

Par voie interne, ils exercent un effet antidiarrhéique (Bruneton, 1999), qui est du a
I’inhibition de la motilité intestinale (De Bruyne et al. 1999).

Par voie externe, les tanins imperméabilisent les couches les plus externes de la peau
et des muqueuses, protégeant ainsi les couches sous-jacentes; ils ont égaement un effet
vasoconstricteur sur les petits vaisseaux superficiels. En limitant les pertes en fluides et en
empéchant les agressions extérieures, les tanins favorisent la régénération des tissus en cas de
blessures superficielles ou de brllure (Bruneton, 1999). Sur les blessures, |es tanins induisent
la cicatrisation par différents mécanismes cellulaires, en favorisant la contraction de blessure,
I’augmentation de la formation des vaisseaux capillaires et des fibroblastes, induisant la

prolifération des kératinocytes (Lopes et al, 2005).
2.3.4. Activités antimicrobiennes destanins

De nombreuses études ont montré I’activité antibactérienne des tanins. Ces
molécules ont éé rapportées comme bactériostatique ou bactéricide sur plusieurs souches
bactériennes (Chung et Wei, 2001).
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Chung et Wei (2001) ont trouvé que I’acide tannique a inhibé la croissance des
bactéries des aliments et des bactéries intestinales humaines comme : Alealigenes faecalis,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, K pneumonia, Proteus vulgaris, Pseud fluorescens,
Salmonella  enteritidis, S paratyphi, S typhimurium, Staph aureus, Strept faecalis,
Strept pyogenes, Yersinia enterocolitica, Bacteroides fragilis, Clostridium clostridiiforme,

C perfringens, C paraputrficum, Enterobacter cloacae, et Salmonella typhimurium.

L activité antivirale des tanins est due a la fixation des molécules des tanins a
I’enveloppe protéique du virus ou la membrane de la cellule héte et par conséquent
I’inhibition de I’adsorption et la pénétration virale. Cependant, dans certains cas la fixation
cause seulement des changements mineurs a la surface virale, la pénétration reste mais
I’enlevement de I’enveloppe virale est inhibé. Plusieurs types de virus sont inactivés par les
tanins, le virus herpes smplex (HSV-1, HSV-2) est inhibé par les tanins hydrolysables et les

tanins condensés galloylés de plusieurs extraits des plantes (De Bruyne et al., 1999).

L’acide tannique est capable d’inhiber la réplication du virus d’influenza,

Coxsackievirus, echovirus, reovirus et du virus d’herpes (Chung et Wei, 2001).

Les oligomeres proanthocyanidins présentent une activité antivirale contre le virus
respiratoire syncytial, virus d’influenza A et le virus para influenza, en outre I’hépatite A et B.
Les tanins ont un autre effet inhibiteur de la réplication virale, c’est I’inhibition de la
transcriptase inverse des rétrovirus comme virus (HIV) ; cette inhibition est influencée par la
galloylation, I’étendue de I’oligomérisation, la différence de la liaison inter-flavan, la

stéréochimie de lafonction 3 hydroxyle (De Bruyne et al., 1999).

Plusieurs types de champignons sont inhibés par les tanins. Les champignons
filamenteux comme Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Chaetomium cupreum,
Collectotrichum graminicola, Coniphora olivacea, Coriolus versicolor,
Crinepellis perniciosa, Fomes annosus, Gloeophyllum trabeum, Merulius lacrymans,
Penicillium, Poria monticola, Trametes hirsuta et Trichaderma viride sont inhibés par des
différentes préparations de tanins.

De méme, différentes levures incluant Saccharomyces crevisiae sont aussi sensibles
aux tanins (Chung et Wei, 2001).
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[11. Stress oxydatif et antioxydants

Plusieurs reactions biologiques impliquent I’oxydation de substrats ou I’accepteur
d’électrons est I’oxygene moléculaire (O,). Ces types de réactions sont catalysés par un groupe
d’enzymes métalloprotéines appelées "oxydases'. Plus de 90% d'oxygene consommeé par les
cellules des mammiferes est catalytiquement réduit par quatre éectrons pour produire deux
molécules d’eau. Cependant, I’O, peut étre réduit par moins de quatre électrons, en présence de
certaines oxydases, donnant ains naissance a des especes oxygenées partiellement réduites et

hautement réactives appelées espéces réactives de I’oxygéne (ERO) ou especes oxygénées

réactives (EOR) (Grisham et McCord, 1986).

1. Lesradicaux libres

1.2. Définition

Un radical libre peut ére une molécule ou un atome neutre ou chargé, ayant un ou

plusieurs éectrons non appariés (cdlibataire), ce qui le rend extrémement réactif. Exemple:

I’anion superoxyde O,", d’ou le symbole * indique la présence d’un électron célibataire, le

signe ~ une charge électronique négative (Dacosta, 2003 ; Vansant, 2004).

L appellation espéces oxygénées réactives (EOR) inclut les radicaux libres primaires
de I’oxygéne (radical superoxyde, radical hydroxyle, radical akoxyle, etc....) mais auss
certains dérives réactives non radicalaires (radicaux secondaires) dont la toxicité est plus
importante tels que le peroxyde d’hydrogéne et le peroxynitrite (Bartosz, 2003 ; Halliwell et

Whiteman 2004). Le tableau V, résume les divers EOR.

Tableau V. Especes réactives de I’oxygene (Kohen et Nyska, 2002)

Especesradicalaires

Espéces non radicalaires

Anion superoxyde O’

Radical alkoxyle RO’

Radical hydroxyle OH’
Radical peroxyle ROO’

Monoxyde d’azote NO®

Peroxyde d’hydrogene H,0,

Peroxyde organique ROOH

Acide hypochlorique HOCI
Oxygéne singulet *O,
Peroxynitrite ONOO
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1.2. Principaux espéeces oxygeneesréactives

» L’anion superoxyde: la molécule d’oxygene, en présence d’une quantité d’énergie
suffisante, peut acquérir un électron supplémentaire et former ainsi I’anion superoxyde.

Cet anion intervient comme facteur oxydant dans de nombreuses réactions (Hadi, 2004).

O,+te — 02.-

Ceradical est peu réactif mais représente le précurseur d’espéces plus agressives.
Avec Iapport d’un autre électron, il devient un ion peroxyde (O,%) qui avec I’ajout de

deux ions hydrogéne (2H™) produit le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) (Dacosta, 2003).

» Leradical hydroxyle: est formé principalement par la dégradation du H,O, en présence
de O, et de métaux de transition sous la forme réduite, comme le présente la réaction de
Haber-Weiss, ou par des voies qui ne font pas appel a I’anion superoxyde (réaction de
Fenton) (Grisham et Gramger, 1988; Sorg, 2004).

Fe(ll1)y/Cu(ll)
H,O, + O,7 - O,+ OH + OH’ (réaction de Haber-Weiss)
Fe* + H,0, — OH + OH * (réaction de Fenton)
Le (OH") est trés réactif vis-avis des structures organiques (protéine, lipide, ADN)

entrainant ainsi de multiple dommages, il joue un r6le initiateur dans I’auto-oxydation
lipidique (Hadi, 2004).

> Le monoxyde d’azote: est produit chez les organismes supérieurs par I’oxydation d’un
des atomes N terminal de la L-arginine, selon la réaction catalysée par I’enzyme nitrique
oxyde synthase (NOS) (Sorg, 2004).

O, + L-Arginine+ NADPH - NO' + Citrulline + H,O + NADP"

Cette production physiologique joue un role magjeur dans la neurotransmission.
Mais a forte concentration, le NO® devient néfaste pour les cellules notamment en
réaction avec le O, qui donne naissance a un puissant oxydant |e peroxynitrite (ONOO).
Cedernier peut, secondairement, se décomposer en d’autres oxydants comme le NO; et le
OH’ (Donsiov et Afanas’ev, 2005).
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> L’oxygene singulet: une forme excitée de I’oxygéne moléculaire, souvent assimilé a un
radical libre en raison de saforte réactivité (Hadi, 2004).

L0, provient de I’oxygéne triplet par une activation photochimique que
favorisent des photosensibillateurs tels que la porphyrine. Comme il peut étre produit par
plusieurs réactions d’oxydation biochimiques ou par la réaction entre divers EOR
(Sorg, 2004).

H,O, + ONOO - 'O,+ NO,+ H,0O
H,O, + ClO™ - '0,+Cl +H,0

> Peroxyde d’hydrogéne: c’est un oxydant faible, sa demie durée de vie se chiffre en
heures. Le H,0; est le résultat d’une dismutation spontanée ou enzymatique (superoxyde
dismutase “SOD”) du radical superoxyde (Dacosta, 2003).

SOD
2H" + 202.- - O+ H50,

L absence de charge ala surface de cette EOR le rend tres lipophile, ce qui explique sa
capacité de traverser les membranes biologiques, fait qu’il peut se retrouver a une grande
distance de son lieu de synthese ou il participe a la biosynthese des radicaux les plus réactif;
radical hydroxyle et I’acide hypochlorique, ce dernier est un oxydant puissant et agent
antimicrobien efficace (Dacosta, 2003; Cash et al., 2007).

1.3. Origine desradicaux

L’origine des radicaux libres est diverse:

De source exogene; tout d’abord, la pollution peut générer la formation d’especes
réactives de I’oxygéne. Une bouffée de cigarette contient environ 10 radicaux et des traces
d’ions métaliques qui peuvent réagir avec le peroxyde d’hydrogéne pour former des radicaux
hydroxyles. Les rayonnements (UV, X, y) sont capables de générer des radicaux libres. Les
particulesinhalées (amiante, silice) sont aussi des sources des radicaux libres (Favier, 2003).

L’ingestion d’alcool, d'antibiotiques et d'anticancéreux est suivie de formation des
radicaux libres selon divers mécanismes métaboliques in vivo (Hadi, 2004). Une grande partie
des aliments qu’on consomme est oxydée et contient différents types d’oxydants tels que les

peroxydes, les aldéhydes, |es acides gras oxydés et les métaux de transition (Ames, 1986).
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De source endogene; a coté des sources non metaboliques (exogenes) d’EOR, les
systéemes intracellulaires (endogeénes) sont plus importants du fait que les EOR sont produits

en continu durant toute la vie de chaque cellule dans I’organisme.

La chaine respiratoire mitochondriale constitue une source majeure des EOR dans les
systémes biologiques (Chen et al., 2003). Dans les conditions physiologiques normales, 1 a
2% d’oxygeéne réduit dans la mitochondrie est converti en O, par laNADH déshydrogénase
et I’'ubisemiquinone de la chaine respiratoire (Bai et Cederbaum, 2001). Cette quantité d' 0,
produite peut étre amplifiée dans le cas d’effort physique ou lorsque la fraction d’oxygene
inspiré augmente (au cours de certaines modalités de ventilation artificielle utilisant un
mélange hyperoxique) ou lors des désordres mitochondriaux génétiques, inflammatoires ou

nutritionnels (carence en ubiquinone) (Favier, 2003).

Autres chaines de transport d’électrons (ex. peroxysomes et microsomes) contribuent
également a la production d'O, dansles cellules en aérobiose. Les cytochromes Pys, €t bs de
la chaine de transport d’électrons des microsomes peuvent produire des EOR quand ils
interrompent le cycle redox normal et détournent le flux d’electrons vers I’O, (Sevanian et al .,
1990). Les cytochromes réductases impliquées dans les réactions redox des cytochromes Pyso
et bs peuvent, aleur tour, produire I'O," et le OH" suite &leur auto-oxydation (Sevanian et al.,
1990 ; Bernhardt, 1996).

L activité de quelques enzymes cytoplasmiques conduit également ala formation des
EOR comme produit de leur cycle catalytique; la xanthine oxydase et I’aldéhyde
déshydrogénase forment I’exemple le plus important (Fridovich, 1970 ; Raagopalan, 1980).
Dans les érythrocytes, une source importante de production des EOR est I’auto oxydation de
I’hémoglobine qui conduit a la formation de I’anion radical O, . En présence de donneurs
d’électrons, une réduction bivalente de IO, lié a I’hémoglobine prend place résultant en la
formation du H,O, (Bartosz, 2003).

Le monoxyde d’azote (NO") est synthétisé a partir de I’arginine par les différentes
(NOS) a des fins de médiation au niveau des cellules nerveuses, endothéliales et des
macrophages (Bredt, 2003).

La source majeure du O, est sans doute la "flambée respiratoire” ou "respiratory

burst” des cellules phagocytaires activées (neutrophiles, éosinophiles et macrophages) en
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réponse aux stimuli inflammatoires. Cette flambée respiratoire est caractérisée par une
augmentation intense de consommation d’oxygene ou son acteur principal est le complexe
enzymatique NADPH oxydase (Babior et al., 2002). La contribution de I’enzyme NADPH
oxydase des neutrophiles est capitale dans la lutte anti-infectieuse car elle permet la
destruction des bactéries et des corps étrangers phagocytés (Babior et al., 2002). De méme, la
myél operoxydase lysosomiale des phagocytes participe dans ce processus par sa production
du HOCI apartir du H,O, et du CI” (Rodrigues et al., 2002).

2. Stress oxydatif
2.1. Définition

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre la génération des especes oxygenées
réactives (EOR) et la capacité du corps ales neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs
(Boyd et al., 2003). Il correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire (Morel
et Barouki, 1999).

2.2. Originedu stress

Les EOR sont produits par divers mécanismes physiologiques, car ils ont des réles
vitaux trés importants en agissant a faibles concentrations, dans la régulation des réponses
biologiques, la transduction du signal et autres voies de signalisation. Elles améliorent les
fonctions immunologiques par amplification du signal intracellulaire, dans les lymphocytes T
suite a une faible stimulation antigénique donnant lieu a une réponse immunitaire spécifique
(Droge, 2002). Cette production physiologique est parfaitement maitrisée par les systemes de
défense. Dans les circonstances normales, on dit que la balance antioxydants / prooxydants est
en équilibre. Si tel n’est pas le cas, que ce soit par déficit nutritionnel en antioxydants ou par
suite d’une surproduction exagérée des EOR, elle présente des effets néfastes en induisant
I’apoptose des cellules saines ou en activant I’expression de divers génes codant pour des
cytokines ou proteines d’adhésion, ce qui conduit a I’amplification de la réponse
inflammatoire (Conner et Grisham, 1996). Les EOR instables sont particulierement

réactionnelles et seront capables de provoquer des dégéts cellulaires importants.
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2.3. Les conséquences du stress oxydatif

L’accumulation des EOR a pour conségquence |’apparition de dégats cellulaires et
tissulaires souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont les
protéines, les lipides et I’acide désoxyribonucléique (Halliwell et Whiteman., 2004; Vako et
al., 2006) ( figurel2).
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Figure 11. Cibles biologiques et endommagements oxydatifs induits par les EOR
(Kohen et Nyska, 2002).

Les lipides et précisément leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privelégiée de
I’attaque par les EOR, réaction appelée peroxydation lipidique. Ses conséquences seront
différentes:

. L attague des lipides circulants aboutit a la formation des LDL oxydeées, qui captées par des
macrophages forment le dépot lipidique de la plaque d’athérome des maladies
cardiovasculaires.

L’ attaque des phospholipides membranaires entraine la perte d’acides gras polyinsaturés,
modifie la fluidité de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux récépteurs et
transporteurs et la transduction des signaux (Favier, 2003).

Si la majorité des acides aminés des protéines peuvent étres oxydes par les EOR, les
aminoacides soufrés (méthionine, cystéine) et aromatiques (tyrosine, tryptophane) sont les
plus sensibles. L’oxydation des acides aminés génére des groupements hydroxyles et

carboxyles sur les protéines, mais peut également induire des modifications structurales plus
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importantes comme la fragmentation des chaines, formation des réticulations intra ou
intermoléculaires, ce qui affecte leurs fonctionnements et leurs activités (Martinez-Cayuel a,
1995; Leucher-Michel et al., 2001; Valko et al., 2007). Les protéines ainsi modifiées
deviennent plus sensibles a I’action des protéases et alors dirigées vers la dégradation

protéol ytique au niveau du protéasome (Jung et al., 2007).

Les radicaux libres peuvent induire des effets mutagenes ou I’arrét des réplications de
I’ADN. lIs agissent en provoquant des modifications et des altérations des bases nucléiques,
des adduits intra-caténaires, des pontages ADN-protéines ou des ruptures de chaine simple ou
double brin (Favier, 2003 ; Hadi, 2004).
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Figure 12. Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine

génétique des cellules (Favier, 2003).

Le dysfonctionnement des systéemes de régulation de I’oxygene et de ses métabolites
est a I’origine du phénomene de stress oxydant dont I’importance, dans de nombreuses
pathologies (allant de I’athérosclérose au cancer tout en passant par les maladies
inflammatoires, le diabete et |e vieillissement) et comme facteur déclenchant ou associé a des

complications lors de leur évolution, est maintenant largement demontré (Favier, 2003).

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec I’age, car le

vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale

Page 34



Chapitre| : Etude bibliographique [11. Stress oxydatif et antioxydants

de radicaux accompagnés d’une diminution de I’efficacité des systemes de réparation et de
dégradation des constituants oxydés (Sohal et al., 2002).

3. lesantioxydants

L’équilibre entre les effets positifs et négatifs des EOR est particulierement fragile.
Le maintien d’un niveau non cytotoxique de ces derniers est assuré par des systémes

d’antioxydants.
3.1. Définition

Un antioxydant est défini comme étant toute molécule, a concentration relativement
faible, capable d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et peut retarder,
inhiber ou empécher I’oxydation des substrats biologiques (Boyd et al., 2003; Berger, 2006)),
ce sont des composés qui réagissent avec les EOR et les rendent ainsi inoffensifs (Vansant,
2004).

3.2. Les systémes antioxydants

La nature des systémes antioxydants differe selon les tissus et les types cellulaires et
selon qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses
antioxydants de notre organisme peuvent se diviser en deux systémes : enzymatiques et non
enzymatiques (Goudable et Favier, 1997).

a. antioxydants enzymatiques

Représentés principalement par trois enzymes; la superoxyde dismutase (SOD),
la catalase et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une action
complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau de superoxyde et de peroxyde
d’hydrogéne conduisant a la formation d’eau et d’oxygéne moléculaire (Lehucher-Michel
et al., 2001).

- La superoxyde dismutase (SOD): accélére la dismutation de I’anion superoxyde en

peroxyde d’hydrogéne en diminuant sa durée de vie (Sorg, 2004).

- La catalase: agit en synergie avec les SOD, son role est de transformer |le peroxyde
d’hydrogene en simples molécules d’eau et oxygene moléculaire (Sorg, 2004).
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- La glutathion peroxydase (GPx): détruit le peroxyde d’hydrogene et les peroxydes
lipidiques. La réduction de ces dériveés réactifs est couplée avec I’oxydation de substrats
réducteurs comme le glutathion (GSH). La glutathion réductase (GR) a pour réle la
régénération de GSH a partir du GSSG tout en présence du cofacteur NADPH (Martinez-
Cayuela, 1995 ; Sorg, 2004).

A coté de ces enzymes qui présentent un systeme de défense primaire contre les
EOR, les composés d’enzymes ; protéolytiques, phospholipases, ADN endonuclease
et ligase, macroxyprotéinases, présentent un systéme de défense secondaire
(Pincemall et al., 1998)

b. antioxydants non enzymatiques

Ce groupe d’antioxydants est constitué de plusieurs composés capables de réagir
directement ou indirectement avec les EOR. Le mécanisme indirecte implique la
chélation des métaux de transition ce qui empéche la production du radical hydroxyle,
hautement toxique. Les antioxydants a action directe sont capables de donner des
électrons a I’oxygeéne radicalaire afin qu’ils puissent le piéger, I’empéchant ainsi
d’attaquer les structures biologiques. Ils peuvent agir comme agents réducteurs capables
de passer leurs électrons aux EOR et les éliminer (Kohen et Nyska, 2002).

Ces agents piégeurs (ou scavengers selon la terminologie anglo-saxonne)
possedent plusieurs avantages par rapport aux antioxydants enzymatiques, en particulier
par leur petite taille qui leur permet de traverser la membrane cellulaire et d’atteindre
facilement leurs cibles (Kohen et Nyska, 2002). Ces molécules renferment plusieurs
substances endogenes synthétisees par les cellules, les plus importantes sont le glutathion,
les protéines a groupements thiols, la bilirubine, I’acide lipoique, I’acide urique,...etc.
(Favier, 2003).

Des substances exogenes apportées par I’alimentation, telles que les vitamines E
(tocophérols), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), B-caroténe, les oligo-€éments
(séénium, cuivre, zinc, manganese), les caroténoides (Pincemail et al., 2002), les
flavonoides (Pietta, 2000 ; Cotelle, 2001), les alcaloides, les polyphénols et les huiles
essentielles (Bruneton, 1999), jouent le rdle de piégeurs de radicaux libres (Favier, 2003 ;
K oechlin-Ramonatxo, 2006).
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V. Les antimicrobiens

1. Définition
Le terme antimicrobien désigne les différents agents et substances qui tuent

(microbicide), ou arrétent (microbiostatique) la croissance des microorganismes, telles les
bactéries (activité antibactérienne), les mycétes ou les champignons (activité antimycosique
ou antifongique), les virus (activité antiviral€) et les parasites (activité antiparasitaire). |ls sont
partagés en deux groupes (Frobisher et Fuerst. 1976 ; Prescott et al., 2003).

L esagents physiques

e Latempérature : chaleur humide, chaleur séche et pasteurisation.

e Lesrayonnements électromagnétiques : UV (260 nm), X et gamma.

e Lesmoyens mécaniques : filtration.

L es agents chimiques

e Lesoxydants: I’eau oxygénée (H20y), le chlore et I’iode.

e Lesalcools: I’éthanol et I’isopropanol.

e |esadéhydes: le formaldéhyde et le glutaraldéhyde.

e Les métaux lourds et leurs sels: I’arsenic, le zinc, le nitrate d’argent et le sulfate de
cuivre.

e Les détergents: anioniques (les ammoniums quaternaires) et cationiques (le chlorure
de binzalkonium).

e Lesgaz: le formol, I’oxyde d’éthyléne, la B-propiolactone et I’ozone.

e Les agents chimiothérapeutiques : les sulfamides, les antibiotiques, les antifongiques
et lesantiviraes.

Parmi ces agents antimicrobiens, on s’intéresse au dernier type des agents chimiques,

qui font I’objet de notre étude : I’activité antimicrobienne en relation avec I’hote.
2. Lesagents chimiothérapeutiques

Présentent I’ensemble des substances chimiques utilisées pour le traitement des
maladies dues aux infections microbiennes, a des concentrations suffisasmment faibles pour

éviter d’occasionner des dommages et des toxicités chez I’hote (Prescott et al., 2003).
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2.1. Lessulfamides

Ces substances obtenues par pure voie de synthese a partir des <goudrons de houille>.
Pour cette raison, elles sont souvent classées a part. Ce groupe inclut des substances comme le
sulfathiazole, la sulfadiazine, la sulfamérazine et bien d’autres. Tous sont des dérivés de la
sulfanilamide. En général, les sulfamides sont plus efficaces contre les bactéries gram-
positives (sauf deux exceptions ; Neisseria gonorrheae et Neisseria meningitidis). Ils sont
totalement inefficaces contre les virus, les rickettsies, les champignons et les protozoaires
(Frobisher et Fuerst. 1976).

Les sulfamides agissent comme des inhibiteurs compétitifs (antimétabolites) de la
synthese de I’acide folique ; vitamine essentiel a la croissance bactérienne. Ce mode d’action
est du a la ressemblance structurale de I’acide paraaminobenzoique (PABA ; précurseur de
I’acide folique) aux sulfamides, ces substances peuvent remplacer PABA sur son enzyme en
produisant I’acide ptéroyl glutamique analogue de I’acide folique. La figure 15 nous montre la

ressemblance frappante entre la sulfanilamide et ’PABA (Frobisher et Fuerst. 1976).

i’

O
/ |
HoN C—OH H,N ﬁ—NH2

o
Acide paraaminobenzoique Sulfanilamide

Figure 13. L’acide paraaminobenzoique et son antagoniste ‘sulfanilamide’
(Frobisher et Fuerst. 1976).

2.2. Lesantibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules qui inhibent sélectivement certaines voies
métaboliques des microbes (bactéries, champignons, protozoaires) a trés faibles doses, sans
exercer habituellement d’effets toxiques pour les organismes supérieures. Cette propriété les
distingue des antiseptiques. Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des
microorganismes (moisissures: Penicillium et Aspergillus ou bactéries: des genres
Streptomyces et Bacillus), mais en inclut généralement parmi eux les dérives semi-
synthétiques et entierement synthétiques (Frobisher et Fuerst. 1976 ; Nauciel, 2000).
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L activité des antibiotiques in vitro peut ére mesurée en déterminant leur capacité
d’inhiber, d’arréter la croissance microbienne microbiostatique ou de les tuer microbicide.
Ces deux termes s’appliquent aussi aux bactéries (bactériostatique, bactéricide), c’est la
concentration minimale inhibitrice ‘CMI’ (Nauciel, 2000). Chacun des antibiotiques a son
spectre d’action propre : certains a spectre restreint ne sont efficaces que contre un groupe
limité de microorganismes, certains n’attaquent que les bactéries gram-négatives, d’autres
n’attaquent que les gram-positives, d’autre enfin sont a large spectre, c’est-a-dire qu’ils sont
efficaces contre un trés grand nombre de microorganismes différents. L’action des
antibiotiques est influencée par de nombreux facteurs: concentration microbienne, milieu,
interaction avec un autre antibiotique, ...etc. En outre, I’activité in vivo est influencée par des

données pharmacol ogiques et des conditions locales particulieres (Nauciel, 2000).
Principales familles d’antibiotiques et leur mode d’action

La plupart des antibiotiques inhibent des voies métaboliques ciblent des agents
infectieux, certains agissent comme antagonistes métaboliques ou antimétabolites, ou
inhibiteyrs competitifs, d’autre substances agissent en endommageant ou en entravant les
fonctionnements normaux des microorganismes. Chaque famille d’antibiotiques posséde son

propre cite d’action.

e les antibiotiques agissant sur la synthése des peptidoglycanes (paroi cellulaire)

comprennent les B-lactamines, les glycopeptides et lafosfomycine.

e |es antibiotiques agissant sur la synthése protéique comprennent les aminosides, les
tétracyclines, les macrolides et I’acide fusidique.

e Les antibiotiques agissant sur les acides nucléques comprenant le triméthoprime, les

quinolones, les nitro-imidazoles et les rifamycines.

e Lespolymyxines agissant au niveau des membranes plasmique (Carbon et al., 1994 ;
Bergogne et al., 1995).
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2.3. Lesantifongiques

De nombreuses substances inhibent ou tuent les mycetes sont assez toxiques pour les
étres humains, principalement parce que les cellules eucaryotes des mycetes sont trés
semblables aux cellules animales, ce qui fait du traitement des mycoses souvent plus difficile
gue celui des infections bactériennes. En outre, la plupart des mycétes ont un systeme de
détoxification qui modifie de nombreux antibiotiques, probablement par hydroxylation. En
conséquence, les antibiotiques utilisés sont fongistatiques pour autant que des applications
répétées maintiennent des quantités élevées d’antibiotique inaltéré. Malgré leur indice
thérapeutique relativement faible, quelques substances sont utiles dans le traitement de

nombreuses mycoses importantes (Prescott et al., 2003).

Les mycoses sont généralement subdivisées en mycoses superficielles et mycoses

systématiques. Les agents antifongiques employés contre le premier type sont souvent :

e les dérivés d’imidazole a large spectre, inhibent la synthese des stérols membranaires.

e lanystatine est un antibiotique de type polyene, produit par les Sreptomyces, agit sur
la membrane fongique, permet de contrdler les infections a Candida albicans.

e la griséofulvine, antibiotique semble agir en inhibant la division cellulaire par la
perturbation du fuseau mitotique, ou en inhibnt la synthése des protéines et des acides
nucléques.

Les infections systématiques sont trés difficiles a contrler et peuvent étres fatals. Les

substances les plus communément utilisées sont :

e [’amphotéricine B, de méme origine que la nystatine, perturbe la perméabilité
membranaire, elle est assez toxique, utilisée uniquement en cas d’infections graves.

e |a 5-flucytosine, antifongique synthétique, il se convertit en 5-fluorouracile par les
mycetes, incorporé dans I’ARN au lieu de I"uracile, elle perturbe son fonctionnement
mais elle a plusieurs effets secondaires.

Des agents comme la polyoxine D et la nikkomycine, ciblent la chitine synthétase, sont trés

efficaces, vu I’absence de paroi cellulaire chez les animaux.

Comme pour les antibiotiques, I’utilisation abusive des antifongiques conduit a une
augmentation de la résistance, on rencontre plus souvent des infections a Candida résistants
(Prescott et al., 2003).
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2.4. Lesantivirales

L’usage des antivirales est relativement récent, il a semblé peu probable de pouvoir
toucher les virus par des substances chimiothérapeutiques sans avoir une toxicité chez I’hote,
dans la mesure ou ils sont des parasites intracellulaires utilisant largement les enzymes et les
constituants cellulaires de I’hote (Prescott et al., 2003).

La plupart des substances antivirales inhibent des étapes critiques du cycle du virus ou

la synthese des acides nuclé ques spécifiques du virus (Prescott et al., 2003).

e L’amantadine et la rimantadine, produits dérivés de I’adamantane, inhibent la

pénétration et |a décapsidation des particules du virus.

e Lavidarabine ou adénine arabinoside, nucléoside de synthese, analogue structural de
I’adénosine, perturbe I’activité de I’ADN polymérase et de plusieurs autres enzymes

impliquées dans la synthése et le fonctionnement de I’ADN et de I’ARN.

e L’acyclovir, du méme type de la vidarabine, aprés sa phosphorylation, I’acyclovir

ressembl e au désoxy-GTP et inhibe I’ADN polymérase virale.

Larecherche des anti-HIV (virus d’immunodéficience humaine) a été particuliérement
active. Les premieres drogues développées furent pour beaucoup, des inhibiteurs de la
transcription inverse et ains bloquent la multiplication d’HIV, telles L’azidothymidine
(AZT), la lamivudine (3TC), la didanosine (ddl)...etc. Plus récemment, des inhibiteurs de
protéase ont été développés, les plus employés sont la saquinvir, I’indinavir et le ritonavir.
Ces substances imitent la liaison peptidique normalement attaquée par la protéase d’HIV
(Girard and al., 1994 ; Prescott et al., 2003).

Pour prévenir I’apparition de la résistance du virus a la monothérapie comme celle observée
au AZT, on applique des associations ou des cocktails d’agents ; bithérapie (AZT+3TC) et
trithérapie (AZT+ddl+ritonavir) chacun a doses élevées, qui se sont montrees tres efficaces
(Girard and al., 1994 ; Prescott et al., 2003).

Les interférons, agents antiviraux les plus connus, sont des petites protéines produites
par I’hote, spécifiques des espéces productrices mais ne sont pas spécifiques du virus. Elles
inhibent la réplication virale par une régulation immunitaire cellulaire et humorale. Plusieurs

genes codent ont été clonés dans des bactéries ou des levures ainsi reprogrammees pour
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produire les interférons correspondant en grande quantité, utiles en clinique dans le traitement
de plusieurs maladies virales ; I’influenza, I’hépatite, I’herpés et des rhumes (Cantell and al .,
1986 ; Prescott et al., 2003).

3. Mécanismes de r ésistances microbiennes

Larésistance aux antimicrobiens peut étre naturelle ou acquise ; la résistance naturelle
est présente chez tous les membres d’une méme espéce ou d’un méme genre bactérien. Elle
est liée a son patrimoine genétique, ex : I’ampicilline a large spectre, est valide contre
presque tous les gram-positifs (sauf pour Staphylococcus aureus) et contre un grand nombre

de gram-négatifs en excluant les Pseudomonas (Pequignot, 1975 ; Nauciel, 2000).

La résistance acquise résulte d’une mutation ; modification du patrimoine génétique.
Le plus souvent, il s’agit de I’acquisition d’un ADN étranger pouvant provenir de la méme
espece ou d’espéces bactériennes différentes. L acquisition d’ADN se fait le plus souvent par
conjugaison, elle se fait alors par I’intermediaire de plasmides ou de transposons conjugatifs,
qui peuvent porter un ou plusieurs genes de résistance. Dans certaines especes comme le
pneumocoque et les Neisseria, I’acquisition d’ADN peut se faire par transformation, le
transfert de gene de résistance par I’intermédiaire d’un bactériophage (transduction) est rare
(Pequignot, 1975 ; Nauciel, 2000).

L’acquisition de mécanismes de résistance aux antibiotiques a une expression
phénotypique variable. Dans la majorité des cas, elle est détectable par des épreuves de
sensibilité (antibiogramme), les méhodes habituelles de détermination de la sensibilité des
bactéries aux antibiotiques sont souvent : -la méthode de dilution en éprouvette, -la méthode
des disques et la méhode de dilution en gélose (Frobisher et Fuerst. 1976).
Lorsque le niveau de résistance est faible, la bactérie peut apparaitre sensible par les critéres
habituels. La lecture interprétative de I’antibiogramme permet de corriger la réponse.

On peut classer |es mécanismes de résistances des microbes en 4 groupes (Nauciel, 2000) :

e L’inactivation de I’antibiotique ;
e Lamodification delacible;
e Ladiminution de la perméabilité membranaire ;

e L’excrétion de I’antibiotique.
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|. Matérid et méthodes

1. Matériel végétal

Le matériel végétal étudié est |e fruit (drupe), seulement la partie charnue dénoyautée
du fruit de I’azérolier, comestible par I’&étre humain, provenant de la région de N’gaous dans
lawilaya de Batna et identifiée au département d’agronomie. Larécolte du fruit a été réalisée
en Septembre-Octobre 2007. La figure 14 représente les caractéres morphologiques du fruit
étudié (Crataegus azarolus L.).

Fruits
- ,

':“:W:‘““““l“llll | lllll i IIIII UL l|

Figure 14. Différentes parties du fruit (Crataegus azarolusL).
2. Méthodes
2.1. Conservation du fruit

Apres détermination de la teneur en humidité et les différents paramétres physiques
du fruit, la partie charnue dénoyautée a été séchée a I’ombre et a I’abri de la lumiere, dans un
endroit sec et aéré a température ambiante. Devenu sec, le fruit est ramassé dans des sacs en
papier et stocké dans un endroit sec et aéré pour d’éventuelles utilisations.
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2.2. Paramétres physiques du Fruit

L’echantillonnage se fait aléatoirement et permet de déterminer les différents
rapports entre (partie comestible / fruit) ou (noyau / fruit), pour avoir une idée sur le
rendement exploité de ce produit. A I’aide d’une balance de précision de type SARTORIUS,

on apesé le fruit entier, sa partie charnue et son noyau.
Détermination des rapports: |e rapport est une moyenne de N=30 pesées d’échantillons.

Considérons:
CF% : rapport partie comestible fruit.
MC : masse delapartie comestible.
MF : masse defruit.

N  : nombre total des échantillons.

n
1 MC.
CFo% = —Z L %100
N4 MF,
1 MNi
9] 0p = _ Op —— %1 %
Dol NF% =100-CF% =+ Xy =100

NF% : rapport noyau fruit.
MN : masse de noyau.

2.3. Détermination du taux d’humidité

La teneur en humidité a é&é déterminée par le procédé de dessiccation a une
température de 103+2°C dans une éuve ventilée a la pression atmosphérique de type

MEMMERT, jusqu’a ce que le poids de I’échantillon devienne pratiquement constant.

La teneur en humidité est définie comme étant |a perte de poids subit lors de la
dessiccation (Audigié et al., 1978; Lindon et Lorient, 1994 ; AFNOR-DGCCREF, 1995).

Considérons ;

H% : taux d’humidité exprimé en pourcentage.
M1 : poids en gramme de I’échantillon frais.

M2 : poids en gramme de I’échantillon sec.

M1 - M2
— X

H% =
M1

100

Page 44



Chapitre I1: Partie expérimentale |- Matériel et méthodes

D’ou la matiere seche (M S):

M2
MS% =100 -H% =——x 100
M1
2.4. Déter mination du taux de matiére organique

La teneur en matiére minérale d’une substance alimentaire est conventionnellement
le résidu de la substance aprés minéralisation de la matiére séche des échantillons. Elle est
obtenue par incinération a 500-600°C de I’échantillon dans un four a moufle, apres
stabilisation de la température pendant une heure de temps, le four ne doit pas étre ouvert

avant 24 heures, I’échantillon devient gris blanchéatre (cendre).

La teneur en matiéere organique est définie comme étant la perte de poids subit lors de la
calcination (Pinta, 1961; AOAC, 1984).

Considérons;;
MO% : taux de la matiére organique exprime en pourcentage.
M1 : poids en gramme de I’échantillon sec.

M2 : poids en gramme de I’échantillon calciné.

M1 — M2
—

MO =
M1

100
D’ou la teneur en matiere minérale (MM ):

_ _ M,
MM% = 100 - MO% = —x 100
My

2.5. Procédés d’extraction

Des extractions de type solide liquide ont été préparées a partir du fruit sec broyé en

poudre fine a I’aide d’un broyeur électrique.
2.5.1. Extractions organiques avec des solvants a polarité croissante

L’extraction est effectuée par épuisement successif du matériel végétal pulvérisé
selon la méthode de Drissa et al., (2004) et Aberkane, (2006). En utilisant des solvants a
polarité croissante, la poudre végetale (250 g) est initialement extraite avec I’éther de peétrole

(2 litres), le mélange est soumis a une agitation éectrique pendant une nuit (24 heures) a
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température ambiante. Apres décantation, le surnageant est filtré ensuite concentré par
évaporation rotative dans un Rotavapeur de type BUCHI a 40°C. Le marc résiduel va subir
une deuxiéme et une troisiéme extraction avec le dichlorométhane, puis le méthanol suivant
les mémes étapes et dans les mémes conditions, concentrés a 35°C et a 50°C respectivement,
comme présente lafigure 15. Les extraits sont directement conserveés a 4°C pour des analyses

éventuelles.

[ Matériel végétal pulvérisé ]

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

A4

{ V

Marcs Filtrat

. . 3 * Concentration a T= 40°C
* Extraction par le dichlorométhane

« Filtration Extrait

Etheropétroligue

! !

Marcs Filtrat

‘L- Concentration a T= 35°C
* Extraction par le Méthanol

« Filtration Extrait

Dichlorométhanigue

! Y

J'- Concentration a T= 50°C

Extrait Méthanoligue

Figure 15. Différentes étapes d’extraction par épuisement successif du matériel végétal.
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2.5.2. Extrait aqueux

Une macération aqueuse de 10% a également éé effectuée sur 50 g de poudre
veégétale avec de I’eau distillée et placée sous agitation éectromagnétique pendant 24 heures.
Apres filtration, I’extrait est lyophilisé (figure 16) et conservé dans un dessiccateur chimique

contenant I’agent déshydratant (gel de silice) (Drissa et al., 2004).

[ Matériel végétal pulvérise ]

« Extraction par I'eau distillée (24h)
* Filtration

v

v !

Marcs Filtrat

* Lyophilisation

\J
Extrait AQueux

Figure 16. Extraction par macération agueuse

Déter mination du rendement

C’est la quantité des composes ou substances pouvant étre extraites par un solvant

typique dans des conditions spécifiques (Diallo., 2005).
Considérons;;
R% : rendement par rapport au poids de la matiere végétal e utilisee.
Me: poids en gramme de I’extrait sec.

Myv : poids en gramme de la poudre végétale utilisée.

R% =2 » 100
M
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2.6. Analyse des extraits
2.6.1. Testspréiminaires

Les réactifs de caractérisation classique ont permis par des tests simples et rapides, en

tubes de mettre en évidence les groupes chimiques suivants :

» Les Flavonoides: par la réaction de cyanidine, elle est appliqué sur les différents
extraits du fruit de Crataegus azarolus L., préparés dans I’eau distillée concernant les
extraits polaires (agqueux E.Age et méthanolique E.Met) et dans le méthanol a propos
des extraits apolaires (dichloroméhanique E.Dic, ethéropétrolique E.Eth) par une
proportion de (1g/3ml), a cette solution, on agjoute 5ml de HCI concentré et quelques
fragments de magnésium, on laisse réagir 3 minutes. La coloration rouge (cerise)
indique la présence des flavonoides (Ciulei, 1982; Dohou et al., 2003; Aminata, 2004).

» Les Tanins: on utilise le chlorure ferrique, aux mémes solutions préparées des
différents extraits utilisés pour le test des flavonoides, on goute quelque goutte de
FeCl; a 1%. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galiques, et au brun
verdétre en présence de tanins catéchiques (Ciulei, 1982; Dohou et al., 2003; Aminata,
2004).

> Les Alcaoides: par le réactif de Dragendorff ou de Mayer, aux extraits précédents
préparés dans I’eau distillée et dans le méthanol, on ajoute quelques gouttes de réactif
de Dragendorff, en présence d’alcaloides, on remargue un précipité orange. En
remplacant le réactif de Dragendoff par celui de Mayer, on constate la formation d’un
précipité blanc—jaunatre témoin de la présence d’alcaloides (Dohou et al., 2003;
Aminata, 2004).

2.6.2. Chromatographie sur couches minces CCM

La chromatographie sur couches minces est une technique analytique simple utilisée
dans le but de séparer les difféerents constituants d’un mélange complexe en se basant sur les
phénomenes d’adsorption et de partage (Vernin, 1970; Randerath, 1971; Rouessac et al.,
2006).

Des plagues de gel de silice avec indicateur fluorescent (20x20 cm, 60 Fus4) sont
utilisées pour analyser les quatre extraits; E.Eth, E.Dic, EMet et E.Age du fruit de
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Crataegus azarolus L. La phase mobile pour les extraits apolaires ; on a utilisé deux systemes,
le premier est constitué d’hexane : éther diéthélique (50 :50 V/V) le second éther de pétrole :
acétate d’ethyle (80: 20 V/V) (Hennebelle, 2006). Pour les extraits polaires, le meilleur
systéme de séparation choisi est le BAW (n-Butanol : Acetic acid : water) (60: 15: 35 V/V)
(Drissa et al., 2004). Ces compositions (des systemes de migration) ne sont bien sur

qu’indicatives et peuvent étre adaptées aux besoins spécifiques d’une analyse.

De chague extrait (100 mg/ml) et standard (2 mg/ml), 5 pl sont déposés sur la ligne
de départ tracé au pied des plagques, ces derniéres sont ensuite introduites dans des cuves de

migration préalablement saturées par |la phase mobile.

Apres développement, les plaques sont séchées sous hotte, observées sous lampes UV
a254 nm et a 366 nm, puis pulvérisées par un mélange vanilline sulfurique (acide sulfurique :
éthanol : vanilline; 20:80:1 V/V/P) (Ciulel ,1982), séchées a 105°C pendant 10 minutes afin
de révéler les spots issus de la séparation. Les rapports frontaux sont calculés et comparés a

ceux des témoins permettant ainsi I’identification des constituants de différents extraits.

Considérons ;
RF : rapport frontal.

d : distance parcourue par I’échantillon.

D : distance parcourue par la phase mobile.

d
RF = —
D

2.6.3. Chromatogr aphie liquide a haute performance HPLC

Elle repose sur les mémes principes de base que la CCM, mais d’utilisation plus
complexe, necessite d’avantage de précautions et colte nettement plus chére. Cependant, elle
permet une amélioration tres importante concernant le seuil de détection et la résolution
(Rouessac et al., 2006).

Pour le présent travail, les analyses HPLC ont été menées au laboratoire d’HPLC de la
Faculté des sciences de I’université El Hadj-Lakhdar Batna, suivant le protocole de Kuntie et

al., (2007), proposé pour la détection des composées phénoliques. Les analyses sont
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effectuées a I’aide d’une chaine HPLC marque Shimatzu munie d’une pompe Shimatzu 7100
et d’un detecteur UV Shimatzu (DAD-UV) piloté par lelogiciel D.7000 HSM (Shimatzu).

En utilisant une phase inverse ‘RP’ phase stationnaire composée de silice greffée par des
chaines linéaires de 18 atomes de carbone, cette phase est apolaire nécessite donc un éuant
polaire, généralement composé de I’ Acétonitril HCN, MeOH, H-0O, dans ce cas, les composés
polaires seront élués en premiers. La colonne HPLC de type LiChrospher RP-C18 (Shimatzu)
(5 um, 125 x 4.6 mm).

Pour toutes les analyses, les conditions chromatographiques sont en isocratique ou la
phase mobile est d’une composition constante, d’un mélange MeOH de qualité HPLC et de
I’eau ultra pure (40 :60 V/V), le débit est fixé a 1 ml/min, la détection se fait a 254 nm. En
général, touts les extraits du fruit en solutionsde 1 a4 mg/ml dans le méthanol sont injecteés,

le volume d’injection fixé a 20 pl.
2.6.4. Spectrophotométrie UV-Visible

Méthode physico-chimique dépend de la structure de la molécule. L’absorption
d’énergie est quantifiée et résulte du passage des électrons orbitaux de I’état fondamental vers
des orbitales d’un état excité d’énergie supérieur. La structure particuliere des molécules est
liee a une absorption plus ou moins importante a chaque longueur d’onde observable (UV de
200 & 400 nm ; Visible de 400 a 800 nm) ce qui peut se traduire par I’établissement d’un
spectre d’absorption. L’absorption dans le domaine du visible est courante et se traduit par
une coloration de I’échantillon. La spectrométrie UV se limite géneralement aux systémes
conjugues (Silverstein et al., 1998; Rouessac et al., 2006).

Les différents dosages ont éteé realisé a I’aide d’un appareil de type BECKMAN,
modele 34.
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2.6.4.1. Dosage des polyphénolstotaux

La teneur en composés phénoliques des différents extraits du fruit de
Crataegus azarolus L. a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu selon Rebéreau-
Gayon, (1968) de (Li et al., 2007), qui est basée sur la réduction en milieu acalin de la
mixture phosphotungstique (H3PW1,040) phosphomolibdique (H3PM01204) du réactif de
Folin par les groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant ala formation de
produits de réduction de couleur bleue (oxyde de tungsténe et de molybdene). Ces derniers
présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont I’intensité est proportionnelle a la

guantité des phénols présents dans I’échantillon (Georgé et al., 2005).

Un volume de 1 ml de réactif de Folin (10 fois dilué) est gjouté a 200 pl d’échantillon
ou standard (dissous dans le méthanol et dans I’eau distillée concernant I’E.Aqe) avec des
dilutions convenables. A la derniére étape, 400 pl d’une solution de carbonate de sodium
(75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel. Apres 2 heures d’incubation a température

ambiante et en abri de la lumiére, I’absorbance est lue a 765 nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique (0-200 pg/ml) est exprimeée

en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/MQqg-extrait)-

2,5 y=0,011x+ 0,037
R?= 0,998

Absorbonce a 765nm

0 50 100 150 200 250

concentration d'acide gallique{ug/ml)

Figure 17. Courbe d'éa onnage des polyphénols (moyenne + SD de trois essais).
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2.6.4.2. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996), est utilisée pour
quantifier les flavonoides dans les différents extraits du fruit de Crataegus azarolus L. Ce
réactif entraine la formation de complexes acido-résistants, entre les hydroxyles et les
fonctions cétones voisines et des complexes acido-labiles, avec les groupes O-dihydroxyles.
Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 430 nm dont [I’intensité est

proportionnelle ala quantité des flavonoides présente dans I’échantillon.

A 1 ml de chague échantillon et du standard (préparés dans e méthanol et dans I’eau
distillée concernant I’E.Aqe) avec dilutions convenables, on ajoute 1 ml de la solution d’AlClI3
(2% dans le méthanol). Aprés 10 minutes de réaction, I’absorbance est lue a 430 nm. Les
concentrations des flavonoides sont déduites a partir de la gamme d’étalonnage établie avec la
guerceétine (0-40 pg/ml) et sont exprimées en microgramme d’équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (Ug EQ/MQyrextrait) -

y=0,066x + 0,008
2’5 R?= 0‘,998

Absorbonce a 430nm

0 10 20 30 40 50

concentration du quercétine (ug/ml)

Figure 18. Courbe d'étal onnage des flavonoides (moyenne + SD detrois essais).
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2.6.4.3. Dosage destanins

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

A 400 pl de chaque échantillon ou standard (préparés dans |e méthanol et dans I’eau
distillée concernant I’E.Aqge) avec des dilutions convenables, on goute 3 ml de la solution de
vanilline (4% dans le méthanol) et 1,5 ml de HCI concentré. Aprés 15 minutes de réaction,
I’absorption est lue a 500 nm. Les concentrations des tanins sont déduites a partir de la
gamme d’étalonnage établie avec la catéchine (0-300 pg/ml) et sont exprimées en

microgramme d’équivalent de catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/MQg-extrait)-

0,7

y =0,002x + 0,001
0,6 R?= 0,998

Absorbonce a500nm

0 50 100 150 200 250 300 350

Concentration du catéchine (ug/ml)

Figure 19. Courbe d'étal onnage des tanins (moyenne + SD de trois essais).
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2.7. Test de I’activité antimicrobienne
2.7.1. Les Microorganismes
L es souches testées sont :

v Saphylococcus aureus (ATCC 25923) ; des cocci Grant, bactéries trés répandues

dans la nature peuvent étre:

Saprophytes : retrouvés dans le sol, I’air et I’eau. Commensaux : retrouveés sur la
peau et les muqueuses de nombreux mammiferes. Pathogenes: responsables
d’infections diverses ; dermites, métrites, vaginites, arthrites, mammites ..., infections

généralisées ; septicémies, méningites... chez I’homme et les animaux.

Il est, en particulier, fréquemment capable de produire une ‘entérotoxine’ dans les
aliments, cause des troubles digestif dominés par des vomissements chez le
consommateur (Frobisher et Fuerst. 1976 ; Paullarpent. 1997).

v’ Escherichia coli (ATCC 25922) ; appartient au Enterobacteriaceae (ou la pluparts des
especes faisant partie habitent de fagon constante I’intestin de I’homme ou de
I’animal), bacilles a Gram , anaérobies facultatifs. Dans plusieurs cas de diarrhée
infantile, on pouvait mettre en cause certaines souches E. coli pathogénes, comme

pour lesinfections urinaires (Frobisher et Fuerst. 1976 ; Paullarpent. 1997).

v Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); batonnets droits ou incurvés a extrémités
assez effilées, aérobies stricts, Gram™ largement répandus dans la nature, ils sont
souvent psycrotrophes. Responsables de I’infection du tractus urogénital et de
I’altération de nombreux produits (Frobisher et Fuerst. 1976 ; Paullarpent. 1997).

v Salmondlla typhimurium ; appartient a la famille des entérobactéries, bacilles a
Gram, responsables de la paratyphoide; infections entériques a point de départ
alimentaire (viande de bétail et particulierement la volaille et les ceufs) (Paullarpent.
1997). Des animaux comme le chien, le rat et la souris sont souvent porteurs des
bacilles de |a paratyphoide (Frobisher et Fuerst. 1976 ).

v’ Candida albicans; connue sous le nom de Monilia albicans, c’est un champignon
microscopique levuriforme saprophyte, inoffensive chez I’lhomme sain ce retrouve

fréguemment a I’état commensal (voies digestives, rhinopharynx, muqueuses
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génitales), peu pathogene lors de déficiences du systeme immunitaire
(HIV, chimiothérapie, transplantation d’organes), de diabéte et de certains
déséquilibres endocriniens (grossesse). C’est un microorganisme opportuniste qui
engendre une maladie du nom de candidose ou moniliose (Frobisher et Fuerst. 1976 ;
Paullarpent. 1997).

Ces souches de référence proviennent du centre hospitalier universitaire (CHU) de Batna.
2.7.2. Test antimicrobien

Afin d’évaluer [I’activité antimicrobienne des extraits obtenus du fruit de
Crataegus azarolus L., on a utilise la méhode de diffuson en milieu gélose
(Bauer et al., 1966).

Le principe de cette méthode est d’utiliser des disques de papier Whatman de 6mm
de diametre, les disques sont imprégnés de différentes solutions (1g /ml) des extraits dissous
dans le DMSO (diméthylsulfoxide) pour les extraits organiques et dans I’eau distillée stérile
pour I’extrait aqueux (ces solvants sont choisis apres un test préliminaire de toxicité vis-a-vis
les souches microbiennes). Puis, déposés a la surface d’un milieu écouvillonné par une
suspension microbienne d’une densité optique de 0,5McFarlend. Le milieu
MULLER-HINTON pour les souches bactériennes, et le milieu SABOUROUD spécifique
pour la levure. A la fin de la durée d’incubation (18-24h) pour les souches bactériennes et
(48h) pour la levure Candida albicans a 37°C. Les diametres des zones d’inhibition sont

mesurés en millimetre en utilisant un pied a coulisse éectronique.
2.8. Test de I’activité antioxydante

2.8.1. Méhode chromatographique CCM (au DPPH)

Une chromatographie sur couches minces est similaire a celle utilisée pour I’analyse
des différents extraits, on utilise les mémes systémes de migration. Pour |les extraits apolaires
on a utilise le systeme éther de pétrole : acetate d’éthyle (80: 20 V/V), pour les extraits
polaires, le systeme BAW (60 : 15: 35 V/V).

Ce test chimique est employé pour évaluer I’activité antioxydante des différents
extraits. 1l est basé sur la technique mise au point par Takao et al., (1994). La détection de

cette activité est basée sur le principe de la capture des radicaux libres fournis par le DPPH
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(1,1diphényl-2picryl-hydrazyl). Lorsque le DPPH est réduit par un capteur de radicaux libres,
sa couleur pourpre disparait en présence de composés antioxydants, le temps optimal de la
réaction est de 30 minutes (Cuendet et al., 1997). Apres développement de la
chromatographie, les plaques sont séchées sous hotte et révélées par les giclées dans une
solution méthanolique de DPPH (2%).

2.8.2. Méthode spectrophotométrique

2.8.2.1. Test antiradicalaire au DPPH

Pour étudier I’activité antiradicalaire des différents extraits, nous avons chois la
méthode qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement stable, selon le protocole
décrit par Mansouri et al., (2005). Dans ce test, les antioxydants réduisent le diphényl picryl-
hydrazyl (DPPH) ayant une couleur violette en un compose jaune, le DPPH, dont I’intensité
de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le

milieu a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002).

e
oy 4y

1: Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) 2: Diphenylpicrylhydrazyl (non radicalaire)
Pourpre Jaune

Figure 20. Forme radicalaire et réduite du DPPH

On prépare une solution de DPPH (3mg/ 100m) dans le méthanol. On prend 25ul des
solutions d’extraits ou standards (quercitine, rutine, acide ascorbique, BHT) additionnées a
975 ul de la solution de DPPH ultérieurement cité. Apres agitation avec un vortex, les tubes
sont laissés dans I’obscurité pendant 30 minutes, |a décoloration de ces derniers par rapport
au controle négatif (contiennent uniquement la solution de DPPH) est mesurée a 517 nm.

L’activité antiradicalaire est estimée selon I’équation ci-dessous :
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Considérons; Abs(c) : absorption du contrdle a 517nm.

Abs(e) : absorption de I’échantillon a517nm.

Abs(c)—Abs(e) %

1
Abs(c) 00

% d’activité antiradicalaire =

Les concentrations des extraits dans le milieu réactionnel sont comprises entre (0-1
mg/ml), (0-2mg/ml) et (0-12mg/ml) pour les extraits Dic, Met et Age, Eth respectivement.
Alors que celle des antioxydants standards (quercitine, rutine, acide ascorbique, BHT) sont

comprises entre 0 a12 ug/ml.
2.8.2.2. Test de blanchissement du (-caroténe

Dans ce test, la capacité antioxydante des extraits est déterminée en mesurant
I’inhibition de la dégradation oxydative du [-carotene (décoloration) par les produits

d’oxydation de I’acide linoléique selon la méthode décrite par Kartal et al., (2007).

L émulsion B-carotene / acide linoléique est préparée par solubilisation de 0,5 mg de
B-carotene dans 1 ml de chloroforme, 25 ul de I’acide linoléique et 200 mg de Tween-40 sont
additionnés. Le chloroforme est compléetement évaporé au Rotavapeur, par la suite 100 mi
d’eau distillee saturée en oxygene sont  ajoutés, I’émulsion résultante est agitée
vigoureusement. A 350 ul de solution d’extraits ou d’antioxydants de référence (BHT)

solubilisé dans le méthanol (2 mg/ml), on additionne 2,5 ml de I’émulsion précédente.

La cinétique de décoloration de I’émulsion en présence et en absence d’antioxydant
(contrble négatif dans lequel I’échantillon est remplacé par 350 ml de méthanol), est suivie
par la lecture de I’absorption a 490 nm a des intervalles de temps réguliers pendant 48 heures.

L’activité antioxydante relative (AAR) des extraits est calculée selon I’équation suivante :

Considérons; Abs(e) : absorption de I’échantillon 4490 nm, t=48h.

Abs(BHT) : absorption de I’antioxydant de référence a 490 nm, t=48h.

AAR = Abs(e)

=— X100
Abs(BHT)
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2.9. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD. Les valeurs d’ICs
(concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir
de la courbe (% d’inhibition en fonction de la concentration). La différence entre le controle
et les différents tests, est déterminée par le test de Student pour les comparaisons simples, ou
ANOVA univariée suivie du test de Dunnet/Tukey pour les comparaisons multiples. Le
logiciel (Graph pad. Prism. V 5.00) est utilisé pour la détermination des taux de signification,

les valeurs de p < 0,05 sont considérées statistiquement significatives.
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|1. Résultats et discussions

1. Paramétre physique

Les résultats obtenus pour les rapports (partie comestible / fruit et noyau / fruit) du

fruit de Crataegus azarolus L. sont la moyenne de 30 répétitions de pesée (tableau V1).

Tableau V1. Rapports (partie comestible/ fruit et noyau / fruit) du fruit

de Crataegus azarolus L.

partie comestible/fruit(%) noyau/fruit(%)

77,51+ 3,37 22,65+ 2.60

L es valeurs représentent la moyenne de 30 essais £SD

Ces résultats montrent que le rapport pulpe/fruit de Crataegus azarolus L. dépasse
les 70%, il est de 77,51%. Ce rapport s’approche des résultats de Koyuncu et al., (2007) qui

montrent que ce rapport pour les Crataegus se Situe entre 64,35 et 84,69% .

Cette valeur est comprise dans le large intervale des fruits pulpeux décrite par
Bretaudeau et Faure, (1992) signale que les rapports pul pe/fruit concernant les fruits pul peux
dépassent |es 50%.

Comme les substances nutritionnelles et actives consommables se concentrent dans
la pulpe, plus le rapport pulpe/fruit est important plus le taux des substances consommees est
importante.
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2. Détermination du taux d’humidité

Afin de déerminer le taux d’humidité dans les fruits de Crataegus azarolus L., on a
utilisé la méthode d’Audigie et al., (1987), dont I'objectif est d’exprimer les résultats des

constituants biochimiques par rapport a la matiere séche, utilisé par la suite dans I’extraction.

Letableau VII présente les valeurs en pourcentage du taux d’humidité et de matiere seche du

fruit de Crataegus azarolus L.

Tableau VII. Letaux d’humidité et de matiere seche du fruit de Crataegus azarolus L.

Teneur en eau (g/100g) Teneur en matiér e seche (g/100g)

66,86 + 0,33 33,54+ 0.33

L es valeurs représentent la moyenne de 30 s+SD

La pulpe de Crataegus azarolus L. présente une teneur élevée en eau 66,86%, cette
derniére est assez proche de celle trouvée par Oscane et al., (2005), soit 64,24% pour des

variétés de fruit de Crataegus.

Par ailleurs, Sparks et Martin (1999) rapportent une teneur en matiere seche des

azéroles de 46,5%, qui est relativement élevée par rapport alanotre (33,54%).

La variation de la teneur en eau peut étre attribuée au facteur variétal, a I’époque de

maturation et de récolte et aux caractéristiques pédoclimatiques.

Ce fruit, selon sa teneur en eau, peut étre classeé comme fruit intermédiaire entre les
fruits charnus (pomme, poire, péche, ...) qui contiennent de 80 a 90% d’eau et les fruits secs

d’un taux d’humidité qui varie entre 20 a 40%.
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3. Déermination du taux de matiére organique

La teneur en cendre du Crataegus azarolus L. a été déterminée apres incinération,

qui permet d’obtenir une cendre grisatre représente les diverses substances minérales.

Le taux de cendre nous permet d’exprimer le taux de matiére organique par rapport

au poids sec et par la suite au poids frais de la partie comestible du fruit (Linden, 1994).

Tableau VIII. Letaux de cendre et de matiere organique des fruits du Crataegus azarolus L.

Teneur en matiére organique
(9/100g)

352+0,1 96,92 + 0,1

Teneur en cendre (g/1009)

L es valeurs représentent la moyenne de 30 essais £SD

Selon Bretaudeau et Fauré (1992), les diverses substances minérales représentent 0,3
a 3% environ du poids frais d’origine végétale. La pulpe de Crataegus azarolus L. présente
une teneur en cendre de 3,52% de matiére séche, qui est de 1,18% par rapport a la matiére

fraiche.

En comparant avec la valeur donnée par Oscane et al., (2005) soit 2,28% de matiere
minérale est inférieure a la notre (3,52%), cette derniere est proche de la valeur donnée par

Herrera (1984) soit 4,3% pour des fruit de Crataegus.
4. Procédés d’extraction

La préparation des extraits du fruit de Crataegus azarolus L. a é&é effectuée selon la
méthode proposé par Aberkane, (2006). Cette extraction est réalisée par I’utilisation d’une
série de solvants & polarité croissante (Ether de pétrole - Dichlorométhane->Méthanol)
permettant ainsi la séparation des composés selon leur degré de solubilité dans les solvants
d’extraction et donc selon leur degré de glycosylation (composé aglycones, mono, di et tri-
glycosylés) (Markham, 1982). Pour I’extrait aqueux, c’est le résultat d’une simple macération
afroid suivant laméthode de Drissa et al., (2004).

Ces procédés d’extraction ont permis d’obtenir quatre extraits: [I’extrait
Ethéropétrolique (E.Eth), I’extrait Dichlorométhanique (E.Dic), I’extrait Méthanolique

Page 61



Chapitre | 1: Partie expérimentale I1. Résultats et discutions

(E.Met) et I’extrait aqueux (E.Age). D’apres Ciulei (1982) Le tableau IX résume la

composition probable de chague extrait.

Tableau | X. Les composés que pourraient contenir les différents extraits préparés.

(D’apres Ciulei, 1982).

Extrait Constituants probables

huiles volatiles, lipides, acide gras, stérols, triterpenes, caroténoides, alcaloides

Eth | basiques, flavonoides aglycones, coumarines, chlorophylles.

Dic | terpénoides, polyphénols aglycones, flavonoides aglycones.

polyphénols glycosylés (flavonosides, tanins, anthocyanosides coumarines), sels

Met | d’alcaloides, triterpenes glycosyleés, stérols glycosyleés.

A tanins, Flavonoides di et tri glycosylés, sels d’alcaloides, coumarines, acides
qe . L .
amineés, acides phénoliques et glucides.

La couleur, I’aspect ainsi que le rendement de chaque extrait par rapport au poids du

fruit sec pulvériseé sont représentés dans le tableau X ci-dessous.

Tableau X. Aspects, couleurs et rendement des divers extraits du fruit de Crataegus azarolus L.

Extrait Aspect Couleur Rendement
Eth Huileux Marron brunétre 0,55%
Dic poudre Vert acra 0,65%

M et visgueux Marron foncé (miel) 39.14%
Aqge visgueux Marron clair 22.80%

Les résultats obtenus montrent que parmi les quatre extraits, I’extrait (Met) représente

le rendement le plus élevé de 39,14%, suivi par I’extrait (Age) de 22,80%, alors que les
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extraits apolaires possédent des rendements plus bas, dont I’extrait (Dic) par 0,65% suivi par
I’extrait (Eth) avec un rendement de 0,55%.

5. Analyse des extraits
5.1. Testspréiminaires
Les tests préliminaires effectués ont permis d’effectuer le tableau suivant :

Tableau XI. Résultats des tests préliminaires des flavonoides, destanins et des al caloides

sur les différents extraits du fruit de Crataegus azarolus L.

Teste Couleur du _
S Flavonoide Tanins Alcaloides
Extrait témoin
Eth jaune Jaune orange * Jaune - Absence de précipité -
Dic vert clair Marron clair = Vert olive +++ Absence de précipité -
Met jaune pde Rouge cerise +++ Vert olive +++ Précipité orange ++
Age jaunepéle | Rouge cerise +++ Vert olive +++ Précipité orange +

- Réaction négative, £ Réaction louche, ++ Réaction positive, +++ Réaction tres positive.

A I’égard des résultats obtenus, la présence des flavonoides et des tanins dans les
fruits du Crataegus azarolus L. est évidente, ils présentent les substances secondaires
principales de ce fruit, ce qui est confirmé depuis une dizaine d’année (Brunetone, 1999) et
reste un sujet de plusieurs études récentes et intéressentes comme celles de Chang et al.,
(2006), Kao et d. (2007), Rita Bila et al., (2007), Zbynek et al., (2008a) et
Zbynek et al., (2008b).

Les extraits polaires montrent une présence des flavonoides plus importante que les
extraits apolaires, ceci peut étre attribué a la différence du degré de polarité des flavonoides,

dont les flavonoides polaires représentent lafraction la plus élevée.
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L apparition de la couleur verdatre reflete la présence des tanins catéchiques
(condensés) dans les extraits polaires (E.Age, E.Met) et moyennement polaire E.Dic, alors son

absence totale dans I’extrait Eth apolaire.

Concernant le test des acaloides, par le réactif de Dragendorff donne des résultats
moyens ou minimes qu’avec les extraits polaires E.Met et E.Aqge, alors que les résultats du

test par le réactif de Mayer sont généralement négatifs.

5.2. Chromatographie sur couche mince CCM

Pour une caractérisation partielle des différents extraits du fruit de
Crataegus azarolus L., une chromatographie sur couche mince (CCM) a été réalisée. Les
standards (témoins) utilisés sont des composes phénoliques, d’ou la rutine, la quercétine et la
catéchine sont des flavonoides, I’acide tannique est un tanin hydrolysable et I’acide gallique
est un acide phénolique. Le tableau ci dessous présente les valeurs des rapports frontaux (RF),

ainsi que les couleurs des standards apres révélation par I’acide sulfurique.

Tableau XII. Rapports frontaux et couleurs des standards aprés révélation

Standards | symbole Cou/le}Jr gpras RF
révélation
Catéchine Cat Rouge 0,87
Quercétine Que Jaune orange 0,93
Rutine Rut orange 0,52
Acide gallique Ag Mauve 0,86
Acide tannique At Mauve 0,83
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Le systeme de migration utilisé pour les extraits polares est le BAW
(n-Butanol : Acide acétique : Eau; 60 :15:35 V/V), permet la migration des standards ainsi
gue la séparation des extraits Met et Age (figure 21).

Systéme (BAW): n-Butanol: Acetic acid : Water (60: 15: 35V/V)

EMe Ag Que At Rut Cat E.Aqe

Figure 21. Chromatographie sur couche mince des extraits polaires des fruits de
Crataegus azarolus L. et des standards (révéler par la vanilline sulfurique)

Aprés révélation de la plague CCM, on utilise la vanilline sulfurique. Cing taches
apparaissent visibles pour I’extrait Met et deux taches pour I’extrait Age, la mesure des
rapports frontaux de chacune des taches révele que I’une des taches de I’extrait Met est peut-
étre correspond alarutine (RF=0,52).
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Tandis que pour les extraits apolaires et moyennement polaire Eth, Dic deux
systémes de migration (hexane: éher diéhélique (V/V) et Ether de pétrole: acétate
d’éthyle (8: 2 V/V)) ont é&é employés en absence des standards polaires par rapport aux
systémes de migration (figure 22).

Hexane : Ether diéthédlique (V/V) Ether de pétrole : Acétate d’éthyle (8 :2 V/V)

E.Eth E.Dic E.Eth E.Dic

Figure 22. Chromatographie sur couche mince des extraits apolaires des fruits du

Crataegus azarolus L. (révéler par lavanilline sulfurique)

Les deux systémes révélent I’apparition de plusieurs taches pour les extraits apolaire et
moyennement polaire (Eth, Dic) avec des couleurs variantes entre mauve, rose et bleu

témoignant probablement la présence des stérols et des terpénoides.
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5.3. Chromatographie a haute performance HPL C-RP-C18

La Chromatographie & haute performance RP-C18 permet d’identifier la présence de
guelques substances dans chacun des quatre extraits étudiés, par comparaison entre le temps

de rétention (TR) des standards et |es chromatogrammes des extraits.

L analyse des difféerents extraits par I’HPLC permet d’identifier la présence de la
catéchine dans les extraits (Eth et Dic) (figure 23, 24), I’extrait Dic est révélé le plus riche en

acides phénoliques et en tanins.
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Figure 23. Chromatogramme de I’extrait ethérique du Crataegus azarolus L.
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Figure 24. Chromatogramme de I’extrait diclorométhane du Crataegus azarolus L.
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Alors que pour I’extrait Met (figure 25), la rutine, I’acide caféique sont les deux
composants détectés et sont communs avec I’E.Dic.

Pour I’extrait aqueux (figure 26), son chromatogramme parait tres coincidant avec
celui de I’E.Met, mais on a pu seulement détecter la présence de I’acide caféique en

comparant les temps de rétention.
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Figure 25. Chromatogramme de I’extrait méthanolique du Crataegus azarolus L.
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Figure 26. Chromatogramme de I’extrait aqueux du Crataegus azarolus L.
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Letableau X111 résume Les résultats obtenus pour chague extrait:

Tableau XI11. Temps de rétention des standards testés et détectés dans les différents extraits

desfruits de Crataegus azarolus L.

Standards (r-;::\r)l) E.Eth E.Dic E.Met E.Age
Quercétine 6,57 - - - .
Rutine 3,33 - + + -
Catéchine 1,74 + + - ,
Acide caféique 1,99 - + + +

Acide tannique 1,64 - - - -

Acide gallique 1,67 - - - -

Caféine 251 - - - -

A partir de ce tableau, on remarque I’absence totale de la quercitine dans le fruit de
Crataegus azarolus L. L’étude faite par Zbynek et ses collaborateurs (2008a) en utilisant
I’THPLC-ED amontré la presence de I’acide gallique et la rutine et I’absence de la quercitine
dans I’extrait du fruit de Crataegus pinnatifida.

5.4. Dosage des différentes substances phénoliques

Au moyen spectrophotométrique UV-Vis, en mesurant a une longueur d’onde précise
(la longueur d’onde d’absorption maximale (A max) de la molécule ou du complexe qu’elle
forme avec un réactif), I’intensité d’absorption (densité optique, DO) par rapport a un témoin
de concentration connue, permettra de déterminer la quantité de la molécule présente dans un

échantillon.

Afin de caractériser les différents extraits préparés a partir des fruits de
Crataegus azarolus L., un dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins a été

effectué. Le choix du dosage de ces substances réside dans les résultats obtenus des tests
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préliminaires et dansle fait que la majorité des propriétés antioxydantes des plantes sont

attribuées a ces molécules.

La méthode du dosage des polyphénols totaux est celle de Folin —Ciocalteu
(Rebéreau-Gayon, 1968) ou I’acide gallique a été utilise comme standard. Tandis que celui
des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium (Bahorun et al.,
1996), en utilisant comme standard la quercétine, enfin celui des tanins condensés a éé
effectué selon la méthode de Broadhurst et Jones (1978) modifiée, en utilisant la vanilline
comme réactif et la catéchine comme standard. Les résultats sont représentés dans le
tableau XIV.

Tableau X1V. Dosage des polyphénols, des flavonoides et des tanins condensés dans les

extraits du fruit de Crataegus azarolus L.

Dosage phénols totaux Flavonoides Tanins
Extrait (g EAG/MGe) (Mg EQ/MGeq) (g EC/Mgeq)
Eth 7,590 + 2,262 1,399 + 0,290 -
Dic 50,115 £ 9,190 2,327 £ 0,389 109,000 £ 4,00
M et 18,649 + 2,293 1,182 + 0,739 31,000 + 4,57
Age 10,347 + 1,613 0,321 £ 0,085 5,166 + 0,288

Les valeurs représentent la moyenne de trois s+ SD

Les resultats du dosage des polyphénols totaux montrent que I’extrait Dic est le plus
riche en polyphénols (50.115+9.190 pg EAG/mge) Suivi par I’E. Met avec une valeur
moyenne (18.649+2.293 ug EAG/mgey). Tandis que les extraits (Eth et Age) ont montré des
valeurs inferieures et voisines (7.59+2.262 et 10,347+1,613 ug EAG/MQex).

La détermination quantitative des flavonoides totaux révele que I’extrait Dic est en
premier ordre avec une teneur de (2,327+0,389 pg EQ/mQe), suivi par I’extrait Eth
(1,399+0,290 nug EQ/mgey). Par la suite viennent les extraits polaires (Met et Age) avec les
teneurs suivantes 1,182+0,739 et 0,321+0,085 ug EQ/mgex: successivement.
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Le dosage des tanins condensés montre la haute teneur de ces molécules dans
I’extrait Dic (109,00+4,00 ug EC/mges) et leur absence dans I’extrait Eth. L’extrait
méthanolique contient une valeur moyenne (31,00£4,57 pg EC/mge) suivie par I’E.Age
(5.166+0.288 ug EC/mg ex)-

L’examen statistique de ces résultats permet de mettre en évidence une corrélation
lindaire hautement significative (R?= 0,998 p<0,001) entre la teneur des extraits en tanins
condensés et en composés phénoliques (figure 27). De méme, une corrélaion non
significative (R’= 0,661, p<1) entre la teneur des extraits en flavonoides et en composés

phénoliques.
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Figure 27. Corrélation linéaire entre la teneur en polyphénols totaux et la concentration des
tanins condensés des différents extraits du fruit de Crataegus azarolus L.
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6. Test de I’activité antimicrobienne

La méthode de diffusion en milieu gélosé (Bauer et al., 1966) utilisée est une
méthode simple qui donne des résultats, mais il est difficile d’utiliser cette méthode avec des
quantités importantes d’échantillons car le disque est petit et le papier filtre utilisé ne permet
pas d’imprégner une grande quantité au risque de deborder I’échantillon étudié (la quantité
maximale imprégnée est de 25 a 30ul). En réalité, ce test n’est qu’un criblage des activites
antimicrobiennes des extraits, il nous permet de sélectionner pour chaque souche I’extrait qui
a présenté le plus d’activité antimicrobienne. Ce teste doit é&re complété par un autre test qui

permettra de déterminé la CMI (concentration minimale inhibitrice) des extraits actifs.
Selon Pessini et al., (2003):

- pour une CMI < 100 pg/ml, I’activité antibactérienne est bonne.
- pour une 100 < CMI < 500 pg/ml, I’activité antibactérienne est moyenne.
- pour une 500 < CMI < 1000 pg/ml, I’activité antibactérienne est faible.

- pour une CMI > 1000 pg/ml, I’activité antibactérienne est nulle.

Pour la dissolution des extraits, un test préliminaire est effectué pour choisir un
solvant approprié (qui ne présente aucun effet sur la croissance normale des souches
microbiennes) ce qui amené au choix du DM SO pour les extraits organiques et I’eau distillée
stérile pour I'extrait agueux. On a utilisé des dilutions d’une solution mére de 1g/ml ou les
disques contiennent au maximum 30mg de différents extraits appliqués sur un milieu gélose
écouvillonné par une suspension d’une souche microbienne. Figure 28, présente I’évaluation

delacroissance bactérienne apres 24h d’incubation.
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Zones d’inhibition de I’extrait Dic sur S. aureus

Figure 28. Evaluer de I’activité antimicrobienne par |a méthode
de diffusion en milieu gélosé

En mesurant les diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne au

tour des disgues, qui présentent I’activité antimicrobienne maximale illustrée par le

tableau XV.

Tableau XV. Diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne des différents

extraits du fruit de Crataegus azarolus L.

Diametre de zones d’inhibition en mm
Les
Les extraits Aqueux Méthanolique | Diclorométhane | Ether de pétrole
micro-
or ganismes
Staphylococus 12+ 052 7+0.33 15+ 0.45 11+ 0.42
aureus
Escherichia coli 12+ 0.38 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
Pseudomonas
aeruginosa 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
Salmonella
typhimurium 0.00 + 0.00 045+ 0.11 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
Candida 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00  0.00
albicans

Les valeurs sont une moyenne de 3 a4 essais = SD (les zones sont mesurées en mm)
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Selon les résultats mentionnés dans le tableau, nous avons noté une résistance ou
aucune zone d’inhibition n’a été détectée avec :

o L’extrait (Eth) contre toutes les souches microbiennes: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Candida albicans. La seule zone
mesurée contre staphylococus aureus est extrémement faible.

. L’extrait (Dic) contre toutes les souches microbiennes, sauf une activité
antimicrobienne montrée avec Staphylococcus aureus d’un diameétre de 15 mm.

. L’extrait (Met) contre I’Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et la levure
Candida albicans de tres faibles zones d’inhibition sont remarqueées contre
Saphylococus aureus et Salmonella typhimurium.

. L’extrait (Age) contre Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium et
Candida albicans. on a mesuré deux zones d’inhibition bactérienne qui reste toujours
modeste contre Saphylococus aureus et Escherichia coli.

D'apres les résultats, on constate que quelque soit la nature de I’extrait et de sa
concentration, les souches Pseudomonas aeruginosa (gram négatif) et Candida albicans
possedent une forte résistance et leur croissance est similaire aux témoins. Ainsi |l apparait
gue Saphylococcus aureus (gram positif) est la bactérie la plus susceptible; ceci peut étre
attribué a la différence dans la structure des parois cellulaires. Les bactéries gram positives
ont une seule couche alors que les bactéries gram négatives ont une structure multicouche liée

par une membrane cellulaire externe.

Finalement, ces résultats restent trés loin d’étre comparés avec des antibiogrammes,
ou la concentration des disques ne dépasse pas quelque centaines de pg d’antibiotique. Dans
tous les cas, ces résultats sont en accord avec ceux de Mouhammedi, (2006) et Krisch et al.,
(2008), qui ont suggéré que les Crataegus étudiés (C. oxyaconta, C. pinnatifida) n'ont pas

d’effet antimicrobien.
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7. Test de I’activité antioxydante
7.1. Méthode chromatographique CCM (test au DPPH)

La révéation des plagues CCM par la solution méthanolique a (2%) de DPPH
(réalisée par la méme méthode précédemment décrite pour I’analyse des extraits) est une
CCM de criblage qui permet I’obtention d’une vue préliminaire sur I’activité antioxydante des
différents extraits testés. Les substances actives sont visualisées comme des taches jaunes sur
unfond violet (figure 29).

n-Butanol : Acide acétique : eau (60: 15: 35 V/V) Ether de pétrole : Acétate d’éthyle (8:2V/V)

E.Met Que Rut Ag E.Aqe E.Dic E.Eth

Figure 29. Chromatographie sur couche mince des extraits des fruits du
Crataegus azarolus L. et des standards (révélation par le DPPH)

Globalement, les taches jaunes sont plus claires et denses dans les
chromatogrammes des extraits polaires (Age, Met) par rapport aux extraits apolaires
(Eth, Dic) ou les substances actives sont trés polaires, restent fixes au point de dépét.
L’une des taches apparait pour I’extrait Met correspondante a la rutine (RF=0,52), ce qui
confirme le résultat obtenu lors de larévélation par la vanilline sulfurique.
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7.2. Test au radical DPPH

L activité antioxydante des différents extraits du Crataegus azarolus L. vis-avis du

radica DPPH a été évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical

qui s’accompagne par la déviation de la couleur violette a la couleur jaune a 517 nm.

Le DPPH est caractérisé par son adaptation a plusieurs échantillons dans une courte

durée, aussi il est assez sensible pour détecter les ingrédients actifs a des basses

concentrations, a cet effet, il a é&é employé pour le criblage des activités antiradicalaires des
extraits végétaux (Yi et al., 2008).
Les profils des activités antiradicalaires obtenus (figure 30) révelent que les extraits

du Crataegus azarolus L. possedent une activité antiradicalaire a dose dépendante.
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Figure 30. Activité antiradicalaire des extraits du Crataegus azarolus L.
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Les 1Csp sont déterminées pour tous les extraits (tableau XVI). Pour mieux
caractériser le pouvoir antiradicalaire, deux autres parametres sont introduits :
v’ Calcul de I’ ECs qui prend en considération la concentration de DPPH dans le milieu

réactionnel [concentration effective a 50%, ECso= (ICso/mg de DPPH/mI)].

v’ Calcul du pouvoir antiradicalaire (APR) qui est inversement proportionnel a I’ECsg
(Parakash et al., 2007).

Tableau XVI. Les valeurs significatives de I’activité antiradicalaire des différents extraits du

Crataegus azarolus L. et des standards testés.

Extrait+Standard I Cso (Mg /ml) ECso (Mg /ng DPPH) APR

Eth 3499.92 + 2.08 119.655 + 0.071 0.008+ 0.000

Dic 137.33+1.25 4.695 + 0.042 0.212 + 0.002

Met 202.75+0.47 6.931 + 0.016 0.144 + 0.000

Age 1164.71 £ 9.79 39.819+ 0.334 0.025 + 0.000

BHT 6.596 + 0,109 0.225 + 0.003 4.434 +0.073
A. ascorbique 2430+ 0.018 0.083 = 0.000 12.036 + 0.091
Rutine 1.419 + 0.007 0.0485 + 0.000 20.609 +0.104
Quercétine 0,652 + 0,006 0.022 + 0,00 44.826 + 0.447

Les valeurs représentent la moyenne de deux s+ SD

A des fins comparatives, quatre antioxydants standards sont utilisés le BHT,
I’acide ascorbique, la rutine et la quercétine (figure 31), ils ont montré une activité
antiradicalaire puissante avec des ICso de I’ordre de 6,596 pg/ml et 2,430 pg/ml, 1,419
pg/ml, 0,652 pg/ml et des APR de I’ordre de 4.434, 12, 20,609 et 44,826 respectivement.

La valeur de ECsy de I’acide ascorbique (0.083 pg/ug DPPH) est trés proche a celle
rapportée par Siddhurgjuet et Manian (2007) (ECs0=0,07 pg/ug DPPH).
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Figure 31. Activité antiradicalaire des standards

Baydar et al. (2007) ont rapporté que la rutine a montré une grande efficacité
antiradicalaire vis-avis le radical DPPH par rapport au BHT, ce qui est en accord avec les
résultats du présent travail ou la rutine possede un pouvoir antiradicalaire cing fois supérieur a
celui du BHT.

Parmi les quatre extraits du Crataegus azarolus L., I’extrait Dic represente I’extrait
le plus actif avec une ICso de I’ordre 137,33ug /ml et un APR de 0,212 suivi par I’extrait Met
avec une 1Cg202,75ug/ml et un APR de 0.144 suivi par [Pextrait Age
(ICs0 1164,71 et APR de 0,025). Par contre, I’extrait apolaire Eth présente une trés faible
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activité antiradicalaire, ce qui montre que les antioxydants apolaires sont inactifs vis-avis du
DPPH.

Globalement ces résultats confirment les résultats de la CCM de criblage ou les

extraits polaires apparaissent les plus actifs.

En comparaison avec les antioxydants standards, tous les extraits testes s’averent
moins actifs. Le BHT ayant I’APR le plus faible entre les standards est 20 fois plus actif que

I’extrait Dic, 30 fois plus actif que I’extrait méthanolique.

L’examen de ces résultats permet de mettre en évidence des corréations linéaires
non significatives (R*= 0,821 p<0,1), (R*= 0,522 p<0,3) et (R°= 0,851 p<0,1) respectivement
entre la teneur des extraits en composes phénoliques, en flavonoides et en tanins avec le
pouvoir antiradicalaire (APR). En effet, les flavonoides et |es tanins sont reconnus comme des
substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les especes radicaaires

et les formes réactives de I’oxygéne.

Il est évident que la forte activité des extraits Dic et Met est attribuée a leur richesse
en composés phénoliques, flavonoides et tanins. L'extrait Dic possede la plus forte teneur en
mol écules dosées (polyphénols, flavonoides et tanins), suivi par I’extrait Met. Une étude faite
par Kang et al. (2003) a suggéré que les molécules polaires présentes dans les extraits
végétaux contribuent a I’augmentation de I’activité antiradicalaire. Aussi les études faites par
Zbynek et al., (2008b) concernant I’activité antioxydante du fruit de Crataegus pinnatifida
testé par le DPPH et mesuré par I’HPLC —-ED, ont montré I’activité antioxydante élevée de ce

fruit.
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7.3. Test de blanchissement du [3-caroténe

Dans ce test, I’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux peroxydes, ces
radicaux libres vont par la suite oxyder la B-caroténe hautement insaturée entrainant ainsi la
disparition de sa couleur orange, qui est suivie par un spectre UV-VIS a490 nm. Cependant la
présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de I’acide linoléique,

et donc prévenir I’oxydation et le blanchissement du -caroténe.

La cinétique du blanchissement du 3-caroténe en absence et en présence des extraits
du fruit de Crataegus azarolus L., et de I’antioxydant standard (BHT) ainsi que leurs activités
antioxydantes relatives (AAR) suivies pendant 48 heures sont représentées dans les deux
figures 32 et 33.

= BHT
- Aqu
== Met

e [iC

Absorbance a 490nm

==Eth

—0—TC'

0 10 20 30 40 50 60
temps (h)

(Chaque valeur représentela moyenne de trois essais)

Figure 32. Cinétique de blanchissement du 3-caroténe a 490 nm en absence et en présence
des extraits du Crataegus azarolus L., du BHT
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Figure 33. Activité antioxydante relative des extraits du fruit du Crataegus azarolus L., du
BHT et du test contrdle dans le systéme -caroténe/ acide linoléque
(les valeurs sont la moyenne de trois mesures + SD), les barres avec des lettres différentes
indiquent des activités significativement différentes (p < 0,01).
D’apres ces résultats, al’exception des extraits polaires, il est évident que le BHT
et I’extrait apolaire Eth, inhibent d’une maniére hautement significative (p<0,01) I’oxydation
couplée de I’acide linoléique et du [-carotene par rapport au contréle négatif qui représente

(100%) de la peroxydation.

L’extrait éthéropétrolique (Eht) montre la plus grande activité inhibitrice dont
I'activité antioxydante relative est de 82,457%, mais cette activité reste significativement
inférieure (p<0,001) a celle du BHT (100%) utilise8 comme contrdle positif. Une activité
antioxydante intermédiaire a été obtenue avec I’extrait diclorométhanique (Dic) (39,668%)
gui est une activité significative (p< 0,001) auss inférieure a celle du BHT. En comparaison
avec le BHT I’extrait éthéropétrolique (Eth) est 1,2 fois moins actif que le BHT, I’extrait

dichlorométhanique (Dic) est 2,25 fois moins actif quele BHT.

On peut donc résumer I’ordre décroissant des extraits testés en terme dactivité
antioxydante relative comme suivant : Eth > Dic > Age > Met. On constate que les extraits
apolaires (Eth) ou moyennement apolaires (Dic) sont plus actives que les extraits polaires
(Age, Met). Ces résultats peuvent étres expliqués selon Chang et al., (2006) d’ou les
principaux composés phénoliques (épicatéchine, procyanidol B, et acide chlorogénique) des
extraits polaires des crataegus sont totalement dégradés a une température ambiante de 23°C

au bout de 2 jours.
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D’une maniére générale, ces résultats sont en accord avec la littérature qui suggeére
que I’activité antioxydante des extraits végétaux dépend du type du solvant d’extraction et de
sa polarité dont la distribution des substances a activité antioxydante entre les différents
extraits dépend de la polarité des extraits (Kang et al., 2003). On peut donc expliquer
I’activité des extraits apolaires de notre fruit par le paradoxe des phénomenes polaires comme
il est décrit par Frankel et ces collaborateurs (1994). Etant donné que le test de
blanchissement du [-carotene est similaire a un systeme d’émulation des lipides dans I’eau,
Frankel et Meyer (2000) ont proposé que les antioxydants apolaires exposent des propriétés
antioxydantes plus importantes car ils sont concentrés au sein de I’interface lipide-eau,
permettant ainsi de prévenir la formation des radicaux lipidiques et I’oxydation du [-carotene.
Alors que les antioxydants polaires restent dilués dans la phase aqueuse et sont ains moins

efficaces dans |a protection des lipides.

Un extrait qui retarde ou inhibe le blanchissement du [B-caroténe peut étre décrit
comme un piégeur des radicaux libres et comme un antioxydant primaire (Liyana-Pathirana et
al., 2006). Selon plusieurs auteurs, le test d’inhibition de I’oxydation de I’acide linoléque
couplé a celle du -carotéene, parait tres utile comme un modéle mimétique de la peroxydation
des lipides dans les membranes biologiques (Ferreria et al., 2006).
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Conclusion Générale

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et
composes naturels bioactifs. Leur utilisation en phytothérapie connait de nos jours un intérét
sans précédent. Une telle thérapie prévient I’apparition des effets secondaires observés lors de

I’utilisation des médicaments de synthése chimique.

L’etude des propriétés microbiologiques et antioxydantes des extraits du fruit
saisonnier de Crataegus azarolus L., espece appartient a la famille des Rosacées, localisée
surtout dans le Tell Algéro-Constantinois d’une fagon spontanée, a permis d’obtenir des

résultats intéressants.

Dans un premier temps, l’analyse des quatre extraits obtenus du fruit de
Crataegus azarolus L., a mis en évidence la présence des flavonoides et des tanins dans les
extraits polaires e¢ moyennement polaires (Met, Age et Dic) et I’absence des tanins de
I’extrait apolaire (Eth). Alors que I’analyse effectuée par chromatographie sur couche mince

a montré la présence de la rutine dans I’extrait méthanolique.

L’analyse des différents extraits du Crataegus azarolus L. par HPLC a révélé la
présence de quelques composés phénoliques dans les extraits, tels que dans I’extrait (Eth), la
catéchine. Dans I’extrait (Dic) en plus de la catéchine, on remarque la présence de la rutine et
de I’acide caféique. Alors que dans I’extrait méthanolique la rutine et I’acide caféique sont

présents, dans I’extrait aqueux la présence de I’acide caféique.

L analyse quantitative des extraits du fruit de Crataegus azarolus L. est représentée
par le dosage spectral des trois substances bioactives : les polyphénols, les flavonoides et les

tanins révélant :

L’extrait (Dic) est le plus riche en métabolites doses, les extraits méthanolique et

aqueux ont une teneur considerable, alors que (Eth) est I’extrait en teneur moindre.

Le test de I’activité antimicrobienne des différents extraits a montré que les extraits
du fruit de Crataegus azarolus L. ont une activité généralement modeste. D’ailleurs, la
majorité des souches microbiennes testées (bactéries et levures) sont résistantes aux différents

extraits.
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Le criblage préliminaire des extraits par la CCM a permis de localiser le pouvoir
piégeur du DPPH dans les extraits (Age, Met et Dic) les extraits de teneur considérable et
élevée en composés phénoliques. Effectivement, le test au DPPH révéle que ces trois extraits
sont les plus actifs comme piégeurs du radical DPPH dont I’extrait (Dic) qui est le plus riche
en composés phénoliques, a I’effet antiradicalaire le plus puissant, suivi par I’extrait
méthanolique puis I’extrait aqueux, alors que I’extrait apolaire (Eth) a montré une activité
antiradicalaire faible.

La deuxiéme technique utilisée pour étudier I’activité antioxydante des differents
extraits est la méthode du blanchissement du -caroténe a révélé que : I’extrait apolaire (Eth)
est le plus actif, suivi par I’extrait (Dic). Alors que les extraits polaires sont les moins actifs

dans ce test. Ce qui peut étre rendu a la contribution d’autres composés dans cette activité.

L’ensemble de ces résultats obtenus in-vitro ne constitue qu’une premiére étape dans
la recherche des substances et sources naturelles biologiquement actives. Des études
complémentaires, précises et approfondies restent nécessaires pour pouvoir confirmer les
performances mises en évidence.
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Annexel. Chromatogrammes des différents standards testés par I'HPLC
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Annexe 2. Les valeurs des Chromatogrammes des quatre extraits testés par I’HPLC

Table des Valeurs de Chromatogramme obtenus de I’extrait ethérique du
Crataegus azarolus L. (Figure 23)

Detector A -1 (254nm)

Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 0,583 12783 3,480 2072 6,640
2 0,742 29441 8,014 7338 23,516
3 1,000 15129 4,118 1447 4,637
4 1,242 7732 2,105 1267 4,060
5 1,400 14172 3,858 2025 6,490
6 1,708 117253 31,918 7088 22,715
7 2,050 26919 7,328 1815 5,817
8 2,383 14989 4,080 1107 3,548
9 2,717 30245 8,233 1693 5,426
10 3,108 15557 4,235 971 3,112
11 3,358 12111 3,297 1022 3,275
12 3,517 16623 4,525 1081 3,464
13 3,900 14870 4,048 831 2,663
14 4,433 1351 0,368 103 0,330
15 5,208 7748 2,109 301 0,965
16 6,050 1648 0,449 128 0,410
17 7,533 15673 4,266 310 0,993
18 7,667 5127 1,396 265 0,849
19 8,675 248 0,068 27 0,087
20 10,183 1852 0,504 78 0,250
21 11,842 5888 1,603 235 0,753

Totals 367359 100,000 31204 100,000



Table des Valeurs de Chromatogramme obtenus de I’extrait diclorométhane du
Crataegus azarolus L. (Figure 24)

Detector A -1 (254nm)

Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 0,792 8036 0,887 2033 4,017
2 1,075 51854 5,725 3752 7,414
3 1,358 60648 6,696 5976 11,808
4 1,575 49810 5,500 5947 11,751
5 1,833 241556 26,671 16212 32,033
6 2,192 205412 22,680 6796 13,428
7 2,900 77193 8,523 3760 7,429
8 3,425 202194 22,325 5620 11,105
9 4,850 4203 0,464 264 0,522

10 5,675 682 0,075 67 0,132
11 6,050 3563 0,393 148 0,292
12 10,992 503 0,056 27 0,053
13 14,892 40 0,004 8 0,016

‘ Totals

905694 ‘ 100,000 ‘ 50610 ‘ 100,000 ‘



Table des Vaeurs de Chromatogramme obtenus de I’extrait méthanolique du

Crataegus azarolus L. (Figure 25)

Detector A - 1 (254nm)

Pk # Retention Time Area Area % Height Height %

1 0,858 12884 0,282 1641 0,762

2 1,283 964577 21,117 33983 15,771

3 1,975 1912836 41,876 127545 59,190

4 2,283 879636 19,257 29395 13,641

5 3,342 304288 6,661 10985 5,098

6 3,808 418481 9,161 8732 4,052

7 5,300 26021 0,570 1017 0,472

8 5,817 5226 0,114 578 0,268

9 5,958 10913 0,239 505 0,234

10 6,800 1350 0,030 43 0,020

11 8,292 10457 0,229 302 0,140

12 8,592 6724 0,147 311 0,144

13 8,758 12401 0,271 299 0,139

14 9,792 1739 0,038 98 0,045

15 14,175 196 0,004 24 0,011

16 14,775 139 0,003 26 0,012
Totals

4567868 100,000 215484 100,000




Table des Vaeurs de Chromatogramme obtenus de I’extrait aqueux du
Crataegus azarolus L. (Figure 26)

Detector A - 1 (254nm)

Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 0,842 2248 0,191 543 0,979
2 1,208 283052 24,038 10845 19,548
3 1,917 718851 61,047 38844 70,017
4 3,142 40824 3,467 1834 3,306
5 3,808 116179 9,866 2686 4,842
6 5,158 3392 0,288 237 0,427
7 5,767 11544 0,980 360 0,649
8 13,008 568 0,048 63 0,114
9 13,133 870 0,074 66 0,119

‘Totals‘ 1177528 ‘ 100,000 ‘ 55478 ‘ 100,000 ‘



Annexe 3. Zones d’inhibitions obtenues par différents extraits du fruit de
Crataegus azarolusL.

Zones d’inhibition de I’E. Age sur E. coli Zones d’inhibition de I’E. Age sur S. aureus

Zones d’inhibition de I’E. Met sur P. aerug. Zones d’inhibition de I’E. Met sur S. aureus

Zones d’inhibition de I’E. Dic sur S. aureus Zones d’inhibition de I’E. Eth sur S. aureus



Test des quatre extraits du fruit de Crataegus azarolus L. sur Candida albicans



Résumé

L’éude de I’activité biologique des différents extraits du fruit de
Crataggus azarolus L. nous a permis d’obtenir des résultats intéressants. L’analyse
préliminaire a détecté la présence des flavonoides et des tanins dans la majorité des
extraits ainsi que des traces d’alcaloides dans les extraits polaires.

Les chromatographies CCM et HPLC ont révélé la présence de quelques
composes phénoliques (rutine, catéchine, acide caféique). En dosant les composes
phénoliques, les flavonoides et les tanins, I’extrait Dic se montre le plus riche en ces
molécules, suivi par I’E.Met avec des teneurs en composés phénoliques de 50,115 et
18,649(ug E AG/mQey;) successivement.

Le test antimicrobien montre que les différents extraits ont une activité
généralement modeste en vers toutes les souches microbiennes testées. Les résultats
de I’activité antioxydante testée par le blanchissement du p-caroténe ont révélé que
I’E.Eth possede |a plus grande activité avec une AAR de 82.45% suivi par I’E.Dic. Ce
dernier apparait le plus actif en utilisant le test antiradicalaire au DPPH avec une 1Csg
de 137.33 (mg/ml) suivi par I’E.Met. Donc on peut dire que le fruit de
Crataegus azarolus L. est caractérisé par une activité antioxydante vu sa contenance
en composés phénoliques, surtout ceux extraits par le dichlorométhane.

Mots clés. Crataggus azarolus L., composes phénoliques, activité antimicrobienne,
activité antioxydante.
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Abstract

The study of the biological activity of different extracts of the hawthorn fruits
“Crataegus azarolus L.” alowed us to obtain very interesting results. The preliminary
analysis revealed the presence of flavonoids and tannins in aimost al the extracts and traces
of alkaloidsin polar extracts.

The chromatographic TLC and HPLC revealed some phenolic compounds (rutin,
catéchin and cafeic acid). When dosing these phenolic compounds the Dic extract is the
richest in these molecules, followed by the Met extract with 50.115 and
18.649(ug E AG/mQey;) successively.

Antimicrobia test shows that the different extracts have a modest activity vis a vis
al the microbes strains tested. The results of the antioxydante activity tested by the -carotene
revealed that the Eth extract has the greatest activity with an AAR of 82.45% followed by the
Dic extract. The latter seems to be the most active using the antiradicalaire test of DPPH with
1C50137.33 (mg/ml) followed by the Met extract. Therefore we can say that the
Crataegus azarolus L. is characterized by the antioxydante activity, taking into consideration
its content in phenolic compounds, mainly those extracted with the dichlorométhane.

Key words: Crataggus azarolus L., phenolic compounds, antimicrobial activity,
antioxydante activity.



