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Résumé
Valorisation biochimique et comportement germinatif de Crataegus monogyna Jacg. du
mont de Tessala (Algérie occidentale)

Notre these a pour objectifs la valorisation biochimique de Crataegus monogyna Jacq. et
1I’étude du comportement germinatif de ses graines.

Concernant la valorisation biochimique, il s’agit de : - tester le pouvoir antimicrobien des
extraits aqueux, éthanoliques et méthanoliques des feuilles, fleurs et fruits de C. monogyna sur la
croissance de trois souches bactériennes : Bacillus cereus (ATTC 10876), Echerichia coli (ATTC
25922) et Proteus mirabilis (ATTC 35659) et deux souches fongiques : Candida albicans (ATTC
10231) et Aspergillus brasiliensis (ATTC 16404) en utilisant la méthode de diffusion en milieu
solide ; - évaluer I’activité antioxydante des extraits suscités en utilisant le test de DPPH et de
caractériser quantitativement et qualitativement par chromatographie sur couche mince (CCM) les
plysaccharides pariétaux (cellulose, hémicelluloses, pectines hautement méthylées et pectines
faiblement méthylées) des feuilles et des fruits de C. monogyna. Par ailleurs, I’effet de quelques
prétraitements physico-chimiques (stratification combinée chaude-froide et scarification par I’acide
sulfurique (H,SO, a 98%)) pour améliorer le pouvoir germinatif des graines de C. monogyna a été
également élucidé.

Les résultats obtenus montrent que 1’eau présente une capacité d’extraction des substances
bioactives contenues dans les organes analysés supérieure par rapport aux solvants organiques (éthanol
et méthanol).

Candida albicans est sensible a tous les extraits préparés surtout 1’extrait méthanolique ou les
molécules bioactives ayant un pouvoir inhibiteur sont mieux représentées dans les fruits et les fleurs,
et moyennement dans les feuilles. Les extraits méthanolique, éthanolique et aqueux des fleurs ont
engendré des zones d’inhibition importantes sur Proteus mirabilis. Escherichia coli est trés sensible &
I’extrait éthanolique des fruits et moyennement sensible a I’extrait méthanolique des trois organes.
Aspergillus brasiliensis et Bacillus cereus résistent a tous les extraits, a I’exception de la concentration
meére de I’extrait méthanolique des feuilles qui a inhibé la croissance de Bacillus cereus.

Les extraits méthanoliques des feuilles, fruits et fleurs présentent une activité antioxydante
importante vu leur efficacité a capter les radicaux libres, suivis par les extraits éthanoliques. Les
extraits aqueux, par contre, manifestent une faible activité antioxydante. Les fleurs ont une activité
antioxydante plus importante que celle des feuilles et des fruits.

Les feuilles et les fruits de C. monogyna renferment des quantités trés importantes en
polysaccharides pariétaux (cellulose, hémicelluloses, pectines hautement et faiblement méthyles) avec
une diversité monosaccharidique (glucose, galactose, arabinose et xylose).

Les tests de germination ont fait ressortir que les graines de C. monogyna sont affectées d’une
dormance complexe (inhibition tégumentaire associée a une dormance embryonnaire). Cette inaptitude
a la germination a pu étre levée par une scarification chimique par 1’acide sulfurique a 98% suivie
d’une stratification chaude-froide en enregistrant les meilleurs capacités de germination et coefficients
de vélocité ainsi que les temps de latence les plus courts aux températures continues 20°C et 25°C.
Mots clés : Crataegus monogyna Jacq., valorisation biochimique, polysaccharides pariétaux, activité
antimicrobienne, activité antioxydante, graines, germination.
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Abstract

Biochemical valorization and germinative comportment of Crataegus monogyna Jacg. of
the mont of Tessala (western Algeria)

Our thesis aims to the biochemical valorization of Crataegus monogyna Jacg., and the
study of the germ behavior of its seeds.

Concerning the biochemical valorization, these are : - test the antimicrobial power of
the aqueous, ethanolic and methanolic extracts of the leaves, flowers and fruits of C.
monogyna on the growth of three bacterial strains: Bacillus cereus (ATTC 10876 ),
Escherichia coli (ATTC 25922) and Proteus mirabilis (ATTC 35659) and two fungal strains:
Candida albicans (ATTC 10231) and Aspergillus brasiliensis (ATTC 16404) using the solid
medium diffusion method ; -to evaluate the antioxidant activity of extracts prepared
previously using the DPPH test, and to characterize quantitatively and qualitatively by thin-
layer chromatography (CCM) the wall plysaccharides (cellulose, hemicelluloses, pectins
(highly methylated and low methylated pectins) of the leaves and fruits of C. monogyna. In
addition, the effect of some physico-chemical pretreatments (warm-cold stratification and
scarification with sulfuric acid (H,SO, at 98%) for improving the germinative power of seeds
of C. monogyna was also elucidated.

The results show that the water has the very high ability to extract bioactive substances
from the analyzed organs than the organic solvents (ethanol and methanol).

Candida albicans is sensitive to all extracts prepared especially the methanolic extract,
where bioactive molecules with inhibitory power are better represented in fruits and flowers,
than the leaves which contain a medium quantity of this molecules. The methanolic, ethanolic
and aqueous extracts of the flowers induced an important inhibition zones on Proteus
mirabilis. Escherichia coli is highly sensitive to the ethanolic extract of the fruits and
moderately sensitive to the methanolic extract of the three organs. Aspergillus brasiliensis and
Bacillus cereus resisted to all extracts, with the exception of the mother concentration of the
methanolic extract of the leaves, which inhibited the growth of Bacillus cereus.

Methanolic extracts of the leaves, fruits and flowers exhibit an important antioxidant
activity, seen their influence in capturing free radicals, followed by ethanolic extracts. While
the aqueous extracts exhibit low antioxidant activity, the flowers have an antioxidant activity
more important than that of leaves and fruits.

The leaves and fruits of C. monogyna contain an important quantities of wall
polysaccharides (cellulose, hemicelluloses, highly and low-methyl pectins) with a
monosaccharide diversity (glucose, galactose, arabinose, and xylose).

Germination tests showed that the seeds of C. monogyna were affected by complex
dormancy (integumentary inhibition associated with embryonic dormancy). This germination
incapacity could be lifted by a chemical scarification using sulfuric acid at 98% followed by
warm-cold stratification, by registering the best germination capacities, velocity coefficients
and the very short latency time at continuous temperatures 20 °C and 25 °C.

Key words: Crataegus monogyna Jacq., Biochemical valorization, wall polysaccharide,
antimicrobial activity, antioxidant activity, seeds, germination.
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Introduction

Mille milliards de tonnes de matiére vivante se créent chaque année a la surface de la
terre, les propriétés biologiques des plantes et des substances naturelles qu’elles renferment,
font actuellement I’objet de nombreux travaux. Il semble en effet que les pharmacopées
traditionnelles soient revisitées de fagcon plus systématique ouvrant par la méme la voie au
développement de champs disciplinaires nouveaux, ¢’est le cas pour 1’éthnopharmacologie et
la phytocosmétologie (Pérez, 1997).

Les substances isolées a partir des végétaux ont montré des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. La pharmacie utilise
encore une forte proportion de médicaments d’origine végétale et la recherche trouve chez les
plantes des molécules actives nouvelles (Smara, 2014).

De nos jours, nous comprenons de plus en plus que les principes actifs des plantes
médicinales sont souvent liés aux produits des métabolites secondaires. Leurs propriétés sont
actuellement pour un bon nombre reconnues et répertoriées, et donc mises a profit dans le
cadre des médecines traditionnelles et également dans la médecine allopathique moderne
(Bourgaud et al., 2001 ; Kar, 2007).

Au contraire, le métabolisme primaire a un role essentiel pour le développement végétal.
Mais actuellement les chercheurs réévaluent I’importance des glucides et envisagent pour eux
de nombreuses applications notamment dans le secteur biomédical. C’est le cas des
polysaccharides déja tres largement utilises comme matiére premiere dans les industries
papetiére et agroalimentaire. Extraits majoritairement des végétaux, ces polymeres
hydrosolubles établissent des interactions spécifiques avec 1’eau et peuvent épaissir, stabiliser
ou gélifier une solution, méme a faible concentration. L’intérét des polysaccharides ne se
limite pas a leurs propriétés rhéologiques : le réle biologique de certains d’entre eux les
désigne comme des molécules a activités pharmaceutique ou dermocosmétologique.

Le continent africain est un des continents dotés d’une biodiversité la plus riche dans le
monde. Aujourd’hui, on estime que les principes actifs provenant des végétaux représentent
environ 25% des médicaments prescrits, soit un total de 120 composés d’origine naturelle
provenant de 90 plantes différentes. Sur les milliers d’especes de plantes a usage
thérapeutique répertoriées en Algérie, trés peu sont celles qui ont été valorisées sur le plan
phytochimique (Djahra, 2014)

L’ Algérie possede une richesse floristique considérable, ce potentiel de plantes médicinales

comporte des milliers d’especes présentant divers intéréts et constituent un axe de recherche
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scientifique et plus particulierement dans le domaine des substances naturelles (Aberkane,
2006).

Parmi la flore Algérienne, nous nous sommes intéressés a une espéce peuplant spontanement
le mont de Tessala (Ouest-Algérienne), connu pour sa richesse floristique diversifié. Il s’agit
de I’aubépine monogyne (Crataegus monogyna Jacg.), plante médicinale appartenant a la
famille des Rosacées, utilisée en phytothérapie pour ses propriétés sedatives,
vasculoprotectrices et antioxydantes (Bahorun, 1997). Elle est aussi utilisée comme plante
ornementale (Mohand, 2006). Les graines de cette espéce présente une dormance complexe
(inhibition tégumentaire et dormance embryonnaire), et dans les conditions normales la
germination des graines peuvent étendre & deux ans (Ethel et al., 1997).

Notre travail consiste en une valorisation biochimique de Crataegus monogyna et une étude
du comportement germinatif de ses graines en vue de sa conservation. A cet effet, quatre
aspects ont été abordés :

» Evaluation de I’aptitude antibactérienne et antifongique des extraits aqueux,
éthanoliques et méthanoliques des feuilles, fleurs et fruits de Crataegus monogyna en
utilisant la méthode de diffusion en milieu solide ou antibiogrammes standards
(disques). Dans cette étude, nous avons utilise des souches pathogenes référenciées
(ATCC : Culture de Collection de Type American) : trois souches bactériennes :
Bacillus cereus (ATTC 10876), Echerichia coli (ATTC 25922) et Proteus mirabilis
(ATTC 35659) et deux souches fongiques : Candida albicans (ATTC 10231) et
Aspergillus brasiliensis (ATTC 16404).

» Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits aqueux, éthanoliques et méthanoliques
des feuilles, fleurs et fruits de Crataegus monogyna en utilisant le test de DPPH.

> Extraction et quantification de la cellulose, des hémicelluloses, des pectines hautement
méthylées et des pectines faiblement méthylées des feuilles et des fruits de Crataegus
monogyna avec une caractérisation qualitative des monosaccharides par
chromatographie sur couche mince (CCM) en utilisant des plaques en gel de silice
60G polygram (Merk) de 0.25 mm d’épaisseur.

» Etude de I’effet de quelques prétraitement physico-chimique (stratification chaud-
froid et scarification par I’acide sulfurique (H,SO, a 98%)) sur la physiologie de
germination des graines de Crataegus monogyna pour ameéliorer leur pouvoir

germinatif.
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Notre travail est divisé en deux parties : la premiére partie est consacrée a une synthése
bibliographique sur le genre Crataegus en général et I’espéce étudiée en particulier, a des
géneralités sur les polysaccharides pariétaux ainsi que sur les principales classes des
composés phénoliques (polyphénols, flavonoides, tannins (condensés et hydrolysables), les
coumarines etc). La deuxieme partie expose les méthodes analytiques utilisées et les résultats

obtenus ainsi que leur discussion.
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Présetation de ’espece Crataegus monogyna Jacq.

I. Présentation de I’espéce Crataegus monogyna Jacq.

1.1. Description botanique
Arbrisseau épineux tres commun, de 1a& 4m de haut, souvent utilis¢é comme plante
ornementale. C'est une espéce pionniere dont les baies rouges sont dispersées par les oiseaux.
Les rameaux, brun foncé, ligneux, ont un diametre de 1 a 2,5 mm et portent des feuilles
alternes, pétiolées, a petites stipules souvent caduques, ainsi que de nombreuses petites fleurs,
blanches, disposées en corymbes. Les feuilles, plus ou moins profondément lobées, ont un
bord Iégérement denté ou presque entier, pennatiséquées et divisées en 3 ou 5 lobes acuminés.
Leur face adaxiale est vert foncé ou vert brun, leur face abaxiale est d’un vert-gris plus clair et
présente une nervation réticulée dense et saillante. Les feuilles de C. monogyna sont glabres
ou portent seulement des poils isolés. Les fleurs comportent un calice tubulaire vert-brun
composé de 5 sepales libres, réfléchis, une corolle formée de 5 pétales libres de couleur blanc
jaune ou brunatre, arrondis ou approximativement ovales, brievement onguiculés et de
nombreuses ¢tamines. L’ovaire, soudé au calice, comporte 1 seul carpelle, surmonté d’un long
style expliquant le nom de 1’espéce, monogyna et contient 1 seul ovule.
Le fruit est couronné par les lobes du calice, ¢’est une drupe de petite taille (de 8 a 10 mm de

long), charnue, de forme ovoide, a la surface glabre, rouge ou jaunatre (presque toujours

rouge vif a maturité), une pulpe farineuse a 1 noyau (graine). Ce fruit est parfois appelé
cenelle en frangais (Tutin, 1976 ; Yves, 1988 ; Mohand, 2006 ; Nemecz, 2001) (fig. 01).

Figure 01 : Présentation de I’espéce C. monogyna Jacq.,

(a, b) : au moment de floraison, (c): au moment de fructification (cliché Hamdaoui, 2016).
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I.2. Classification

La classification de 1’espéce Crateagus monogyna Jacq., est la suivante.
1.2.1 Classification classique

Régne : Plantes.

Sous régne : Plantes vasculaires.
Embranchement : Spermaphytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.

Sous classe : Rosidae.

Ordre : Rosales.

Famille : Rosaceae.

Genre : Crataegus L.

Espece : Crataegus oxyacantha L. ssp. monogyna Jacg. (Quézel & Santa, 1963).
1.2.2. Selon la classification des plantes a fleures de Cronquist (1981)

Embranchement : Spermaphytes.
Classe : Magnoliopsida.
Sous/classe : Rosidae.

Ordre : Rosales.

Famille : Rosaceae.

Genre : Crataegus.

Espéce : Crataegus monogyna Jacq.

1.2.3. Place du taxon dans la classification APG 11

Embranchement : Spermatophyta.
Sous embranchement : Anthophytina.
Classe : Tricolpées évoluées.

Sous classe : Rosidae.

Super ordre : Eurosidées I.

Ordre : Rosales.

Famille : Rosaceae.

Genre : Crataegus.

Espéce : Crataegus monogyna Jacq.
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1.2.4. Place du taxon dans la classification APG 111 (2009)
La classification APG Il est une classification phylogénétique, considérée comme la
troisiéme version de la classification botanique des angiospermes établie par I'Angiosperm
Phylogeny Group Ill. C'est la classification botanique la plus importante aujourd'hui. Cette
classification est construite sur la base de deux genes chloroplastiques et un géne nucléaire de
ribosome.
Cladus : Angiospermes.
Cladus : Dicotylédones Vraies.
Cladus : Dicotylédones Vraies Supérieures.
Cladus : Rosidées.
Cladus : Fabidées.
Ordre : Rosales.
Famille : Rosaceae.
Genre : Crataegus.
Espéce : Crataegus monogyna Jacq.
1- Variété : laciniata.
2- Variété : maritima.

3- Variété : monogyna.
1.3. Aire de répartition

Elle est commune dans toutes les zones tempérées de 1’hémisphére nord (Bruneton, 1993) y
compris les régions de I’Amérique du sud, I’Est de 1’Asie (Pizarro, 1966 ; Bruneton, 1995).
C’est une espece euro-méditerranéenne, elle est présente et spontanée dans les pays du
Maghreb, en Algérie et au Maroc ou elle est commune, en Tunisie ainsi que dans tous les pays
d’Europe notamment en France et en Asie occidentale; elle est naturalisée en Amérique du
nord. Elle pousse sur tous les terrains, de préférence dans les haies et les bois, jusqu’a 1600
metres d’altitude. FElle est originaire de toute I’Europe jusqu'en Afghanistan et I’Inde
(Mitchetti, 1992 ; Edin & Nimmo, 1999), en Asie septentrionale, elle est commune dans les
bois clairs et les foréts de chénes (Paul, 2006).

En Algérie, Crataegus monogyna Jacqg., est commune dans tout le pays, sauf sur les hauts
plateaux ; elle est commune dans les foréts et les maquis de 1’Atlas Tellien, elle peut étre

confondue avec d’autres espéces (Temani, 1993 cité par Farhat, 2007).
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I1. Composées polyphénoliques de Crataegus monogyna Jacq.
I1.1. Dans les feuilles

On trouve des substances polyphénoliques de plusieurs types : parmi les flavonoides on cite:
les hétérosides du quercétol (quercetol-3-galactoside ou hypéroside, quercétol-3-
rhamnoglucoside ou rutoside, quercétol-3-rhamnogalactoside) et les C-hétérosides divers,
souvent sous forme de rhamnosides (principalement de la vitexine-C-glucoside, de
I’apigénine ou trihydroxy-5-7-4"" flavone et son rhamnoside en 4°).

Des leucoanthocyanidines qui sont des polymeéres flavanniques, des diméres de flavannes 3-4
diols (Mohand, 2006), des oligomeres procyanidines, (-)-épi catéchine et /ou (+)- catéchine,
des acides phénols (acide chlorogenique et 1’acide caféique) (Bruneton, 1993 ; Fong &

bouman, 2002).
11.2. Dans les fleurs

Les sommités fleuries séchées contiennent 10 % d’eau, 7 a 8 % de matiéres minérales, des
dérivés aminés et des purines en petite quantité. Une huile essentielle en petite quantité
(trace). Cette huile a pour constituant principal 1’aldéhyde anisique (cet aldéhyde est une
substance active volatile donnant a la fleur son odeur agréable caractéristique).

Des substances polyphénoliques de plusieurs types : les flavonoides (environ 1 a 2 %), les
acides phénols en petite quantité, mais on trouve en plus autres constituants: 1’orientine et
autres dérivés de l’orientol, des dérivés de saponaire, des di-C-hétérosides de 1’apigénol
(vicenines, shaftosides). Des pro-anthocyanodols et de 1’épicatéchol (environ 2 a 3 %, pour
I’ensemble). Des dérivés triterpéniques : parmi ceux-ci, un mélange d’acides triterpéniques
pentacycliques (I’acide crataégolique, 1’acide ursolique, et I’acide oléanolique), ces dérivés
sont accompagnés de stérols (qui sont des béta- sitostérols) (Mohand, 2006).

Elles sont plus riches en lactone (Paul, 2006). Elles ne doivent pas contenir plus de 8 % de

parties ligneuses (Mohand, 2006).
11.3. Dans les fruits

Dans les fruits, existent des leuco-anthocyanidines, des procyanidines qui donnent apres leurs

hydrolyse 1’épicatéchol et I’anthocyanidol (Mohand, 2006).
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I11. Principales propriétés pharmacologiques de Crataegus monogyna Jacq.
I11.1. Cardiotonique

Des études cliniques ont mis en évidence que des extraits d’aubépine étaient efficaces dans le
traitement des insuffisances cardiaques de stade | et Il (Zapfe, 2001; Pittler et al., 2003 ;
Schroder et al., 2003).

Elle exerce un effet inotrope positif et chronotrope négatif par diminution notamment de
I’AMPc phosphodiesterase (Wichtl et Anton, 1999), elle augmente 1’amplitude des

contractions de cardiomyocytes isolés avec une dépense d’énergie modérée en bloquant la

repolarisation des courants K' (Popping et al., 1995; Muller et al., 1999).

L’aubépine réduit la formation de lactate lors de I’ischémie chez le rat (Nasa et al., 1993). Il a
été mis en évidence, in vivo que D’aubépine lors d’une ischémie prolongée atténue
considérablement 1’élévation du segment-ST (mesurée par un ECG) et supprime la diminution
du rythme cardiaque. Elle diminue également de fagcon dose-dépendante 1’incidence de la
tachycardie et de la fibrillation ventriculaire (Veveris et al., 2004).

111.2. Action sédative sur le systeme nerveux central

Elle exerce une action sédative, anxiolytique et diminue 1’agressivité (Paris, 1983). En eftet,
I’administration d’aubépine chez des patients hypertendus diminue 1’anxiété (Walker et al.,
2002). L’aubépine diminue également la température corporelle et de ce fait prépare le

sommeil (Paris, 1983)
I111.3. Autres actions

En outre, les extraits a base de procyanidines de 1’aubépine aident a réduire le niveau du
cholestérol et a diminuer le taux des triglycérides (Chang et al., 2002; Svedstroma et al.,
2006; Zhang et al., 2006). La teinture de Crataegus empéche également 1’accumulation du
cholestérol dans le foie en augmentant la dégradation de cholestérol en acides biliaires et
simultanément par suppression de la biosynthése du cholestérol (Rajendran et al., 1996). Les
proanthocyanidines sont aussi tres antioxydants (Chevallier, 1996). Les fruits et les feuilles de
I’aubépine ont été considérés comme de bons remedes pour les douleurs de 1’appareil digestif

et urinaire (Rose & treadway, 1999).
IV. Toxicité

Chez I’homme, de trop fortes doses provoquent des troubles cardiaques, respiratoires

(dépression), des troubles digestifs bénins et de l1égéres allergies cutanées. Une consommation
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excessive de fruits par de jeunes enfants pourrait produire une hypotension sévere. D’autre
part, il s’agit d’une plante allergisante par son pollen (Girre, 2000). Des recherches semblent
prouver que 1’aubépine a des doses €levées, exerce une action néfaste sur le dynamisme du
cceur, entraine 1’hypotension et un ralentissement du pouls (Pierre, 2004). Graham (1940)
signale aussi une atténuation du tonus intestinal et méme en cas d’intoxication chronique, la
nécrose du foie. Les doses médicinales habituelles ne présentent pas ces dangers, mais il est
bon dans les cures prolongées de prévoir des intervalles réguliers de repos (in Pierre, 2004).

V. Exigences édapho-climatiques et multiplication

L’aubépine est tres rustique, supporte toutes les rigueurs du climat : vents, froid, sécheresse,
pluies torrentielles (Pierre, 2006). L’aubépine monogyne s’accommode a tous les terrains,
mais elle préfére les sols calcaires et se satisfait des plus secs. Cette espece préfére les
emplacements ensoleillés, a terre légere qui ne contient pas beaucoup d’argile, elle peut se

développer dans les sols acides, neutres et méme alcalins (Aymonin, 1993).

L’aubépine a des fruits dont les méthodes de propagation ne sont guere enviables. Les fruits
sont grassement abandonnés aux grives, merles, pigeons, dindons et autres amateurs ailés
(Pierre, 2006). L’aubépine se multiplie surtout par semis, ¢’est la méthode la plus stire pour
obtenir des plants d’une taille homogene et de reprise assurée. Les fruits cueillis & parfaite
maturité seront semés sur le champ, tout entiers, ou stratifiés dans une fosse pour étre mis en
terre au printemps de la seconde année, d’attendre la levée fort long des graines au moins un

an apres le semis (Pierre, 2004).
VI. Role écologique

Elle est cultivée pour la création de haies vives, par exemple pour I’aménagement de parcs et
d’espaces verts. La haie vive exerce sur le sol cultivé des influences bénéfiques : elle protege,
sur une grande distance, contre 1’érosion €olienne et pluviale, contre les dégats causés au
végétaux par les grands vents, elle réduit 1’évaporation du sol et la transpiration des plantes,
effets trés importants par temps de sécheresse. L’aubépine par la densité de ses branches et de
son feuillage, exerce une protection trés efficace contre le vent, mais aussi contre 1’intrusion

des animaux, I’abondance de ses fruits retient les oiseaux (Pierre, 2004).
VII. Ravageurs et maladies

Divers sortes de chenilles, les pucerons et les araignées rouges peuvent attaquer les aubépines.
L’oidium attaque les tiges et les feuilles sur lesquelles il forme un feutrage blanc, le pourridié

fait mourir rapidement les sujets qu’il envahit (Yves, 1988).
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Anthonomus quadrigibbus est associé & un grand nombre de Rosaceae, ainsi apparemment
qu’a Cornus stolonifera (Cornaceae), cette espéce peut se développer sur les fruits de
Crataegus ssp. (Burke, 1976). Le feu bactérien di a Erwinia amylovora peut attaquer

Crataegus monogyna Jacq. [Webmaster 1].
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Histoire et usages traditionnels du genre Crataegus

I. Introduction

Les rosacées constituent une importante famille tant par le nombre des especes (plus de 3000)
que par la diversité végétative et florale de ses représentants.

Les rosacées nous fournissent un nouvel exemple de famille par enchainement. Elles habitent
sensiblement toutes les contrées du monde, mais sont surtout abondantes dans les régions
tempérées de I’hémisphere nord. On peut considérer les rosacées comme un excellent type de
dicotylédones. Cette famille est remarquable par la grande diversité du fruit (Guignard, 1996).
Le nom botanique Crataegus a ses origines du grec : Kratos qui signifie la « dureté » ou la
« force » du bois. Le genre Crataegus comprend plusieurs centaines d'especes a travers le
monde. Les différentes espéces s'hybrident facilement, ce qui rend difficile le dénombrement
exact du nombre d'espéces (Grieve, 1931; Davies, 2000).

L’aubépine est le nom commun pour les espéces du genre Crataegus dans la famille des
Rosaceae. Il ya plus de 1000 espéces et hybrides différents dans le monde entier ;
approximativement 280 espéces sont identifiées dans les zones tempérées du nord souvent
entre les latitudes 30° et 50°, en Europe, I'Est de 1’Asie, I’est de 1'Amérique du Nord.
Médicalement, elles partageant beaucoup de caractéristiques semblables ((Phipps, 1983 ;
Zhao & Tian, 1996 ; Davies, 2000).

Le genre Crataegus est un groupe complexe d’arbres et d’arbustes épineux ou petits arbres a
feuilles vertes brillantes, fleurs blanches et des baies rouge vif chacune contenant une a trois
ou cing graines, selon I'espece (Hobbs & Foster,1990 ; Leung & Foster,1996.). Actuellement,
plus de 20 especes d’aubépines sont utilisées comme médicaments a base de plantes ou
drogue végétale dans le monde. Certains d'entre elles sont officiellement inscrites dans les
pharmacopées de nombreux pays comme la Chine, I’Allemagne, La France et I’Angleterre

(Chang & But, 1986).
I.1. Histoire et usages traditionnels
I.1.1. Usage traditionnels décrits dans les pays occidentaux

Les aubépines ont une large liste d'utilisation en médecine traditionnelle chinoise et la
médecine a base des plantes européenne (Zhongguo, 1984).

En Europe, l'utilisation de l'aubépine remonte a I'époque De Dioscoride au premier siecle
(Tyler, 1993). Son utilisation pour le traitement des maladies cardiaques a été commencée a la
fin de 1800 (Mc Caleb, 2000).

Dans la médecine traditionnelle chinoise, les fruits de 1’aubépine sont utilisés pour stimuler la
digestion et la fonction de I'estomac, I'amélioration de la circulation sanguine et I'élimination

11
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de la stase des sangs. Ainsi, ils sont utilisés dans les prescriptions pour traiter l'indigestion
avec distension épigastrique, diarrhée; aménorrhée; hypertension; et I'hyperlipidémie (The
Pharmacopoeia Commission of PRC, 1997).

En Europe, les fruits, les feuilles, les fleurs d’aubépine ou leurs combinaisons ont été
traditionnellement utilisés comme astringent, antispasmodique, cardiotonique, diurétique,
hypotensif et comme agent anti-athérosclérotique (Leung & Foster, 1996). L'herbe est utilisée
pour traiter divers problemes cardiaques y compris l'insuffisance cardiagque, l'angine de
poitrine, I'hypertension, légére altération du rythme cardiaque et I'athérosclérose (The
Pharmacopoeia Commission of PRC, 1997).

En Chine et en Europe, le fruit aubépine est consommé non seulement en médicine, mais
également dans ’industrie alimentaire (confiture, gelée, boisson et vin) (Leung & Foster,
1996).

L’aubépine a été considérée comme la plante protectrice des humains. Ainsi dans la Gréce
antique, lors des noces, chaque époux devait avoir entre ses mains quelques fleurs d’aubépine
en gage de bonheur et de prospérité. Chez les romains, on attachait un rameau d’aubépine au
berceau des nourrissons pour les protéger des maladies. Il semblerait que la couronne du

christ ait éte tressée avec des branches de cet arbuste (Roger, 2005).
1.1.2. Usage traditionnels décrits dans le monde Maghrébin

La fleur de Crataegus oxyacantha L. est utilisée en Algérie en usage interne, comme
antispasmodique et comme cardiotonique. Au Maroc et dans le Moyen Atlas, la fleur de
Crataegus monogyna Jacq., ou Crataegus laciniata Ucr. est employée en usage interne sous
forme d’infusé comme remede contre les palpitations et les diarrhées. En Tunisie, la fleur de
Crataegus azarolus L. est employée sous forme de décocté dans le traitement de I’angine ;
elle est réputée utile pour supprimer les douleurs post-partum, tandis que la feuille est
employée en usage interne sous forme de décocté comme remede recommandé aux
diabétiques (Mohand, 2006).

En Algérie, le fruit de Crataegus oxyacantha L. est employé en usage interne, en médecine
populaire comme anti-diarrhéique et dans le traitement des affections calculeuses. Par contre,
le fruit de Crataegus monogyna Jacq. est employé dans le massif des Aurés comme aliment
de misere. Au Maroc et dans le Moyen Atlas, les fruits mdrs de Crataegus monogyna Jacq.,
ou Crataegus laciniata Ucr. sont consommeés par les bergers. En Tunisie, les fruits de

Crataegus oxyacantha L. et Crataegus azarolus L. étaient employés dans 1’alimentation
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humaine malgré sa faible saveur et le manque de suc. Leurs fruits étaient récoltés et
consommeés crus, surtout en année de disette (Mohand, 2006).

I1. Activités pharmacologiques
Les principales activités pharmaceutiques des aubépines sont les suivantes :
11.1. Activité cardiotonique

Nombreuses études in vitro ont testé les activités cardiotonique de I'extrait hydrosoluble, la
fraction flavonoidique, la fraction triterpénique et la fraction d'oligoprocyanidique (OPC), qui
sont préparées a partir des fruits, des feuilles ou des fleurs comme composants individuels de
l'aubépine (hyperoside, luteolin-7-glucoside, I'épicatéchine, la vitexine et la rutine). Des
actions cardiotoniques marquées ont été observées, telles que 1’augmentation du débit sanguin
coronarien, la réduction de la consommation d'oxygene, I’effet inotropique positif et 1’effet
chronotropique négatif; ces actions peuvent étre liées a Deffet inhibiteur du
phosphodiestérase (Petkov et al., 1981; Occhiuto et al., 1986)

11.2. Activité antiarythmique

L’extrait de fruits ou des feuilles avec les fleurs d’aubépine ont été également trouvés pour
protéger contre ’arythmie du cceur induites par l'aconitine, le chlorure de calcium et le
chloroforme-adrénaline dans divers expériences in vitro et in vivo chez les rat (Occhiuto et
al., 1986; Antsyshkina et al., 1990)

11.3. Activité hypolipidémique

L’aubépine est utilisée pour diminuer les niveaux sériques du cholestérol, du LDL-
cholestérol et de triglycérides chez les hypercholestérolémiques et les athérosclérotiques. I
inhibe également significativement le dép6t lipidique dans le foie et l'aorte (Li et al., 1988 ;
Shanthi et al., 1996). Lorsqu'il est administré a des rats nourris avec un athérogénique,
I'extrait de fruit d'aubépine augmente I'excrétion d'acide biliaire, diminue la synthése du
cholestérol heépatique et augmente significativement la liaison 1251-LDL aux membranes
plasmatiques hépatiques, indiquant 1’amélioration de 1'activité des récepteurs LDL (Rajendran

etal., 1996).
11.4. Activité antioxydante

Dans certaines études in vitro, différents extraits d'aubépine des fruits, des feuilles ou des
fleurs possédent une activité antioxydante (Bahorun et al., 1994 ; bahorun et al., 1996). Ces

activités sont susceptibles d'étre liées aux oligomeres procyanidines (OPC) et les flavonoides,

13



Histoire et usages traditionnels du genre Crataegus

tels que I'épicatéchine, la rutine, I'hyperoside et I’isoquercitrine qui ont montré un fort effet
inhibiteur contre I'oxydation des LDL humaines (Zhang et al., 2001).

Diverses etudes in vivo montrent qu’un extrait alcoolique produit un effet protecteur sur le
stress oxydatif chez les rats athérosclérotiques. L’extrait alcoolique empéche aussi
l'augmentation de la peroxydation lipidique et la diminution de la teneur en glutathion et a-
tocophérol dans le foie, l'aorte et les tissus cardiaques. 1l normalise également les niveaux des
enzymes antioxydants dans le foie, l'aorte et le tissu cardiaque (Shanthi et al., 1996) et
augmente l'activité superoxyde dismutase (SOD) chez les rats hyperlipidémiques ou des
souris (Dai et al., 1987 ; Lin & Chen, 2000).

I1.5. Activité hypotensive

Les flavonoides, les oligoméres procyanidine (OPC) et les extraits des acides triterpéniques
ont été administrés par voie intraveineuse a diverses espéces animales. L'action hypotensive a
été principalement attribuée a la vasodilatation périphérique (Twaij et al., 1987). Les

procyanidines ont été identifiées comme composantes majeures de cet effet (Kim, 2000).
11.6. Etudes cliniques

Les préparations daubépine sont potentiellement utiles pour les stades précoces de
l'insuffisance cardiaque congestive, I'hypertension, I'angine de poitrine et I’arythmie mineure.
Cela a été démontré dans nombreuses études cliniques (lwamoto et al., 1981; Chen et al.,
1995; Weikl et al., 1996). En effet, I'aubépine est efficace pour diminuer la fréquence
cardiaque, l'amélioration de la tolérance, la pression et la diminution des lipides chez les
patients souffrant d'insuffisance cardiaque au stade Il ou hyperlipidémie. Mais dans certaines
¢tudes, aucun effet n’a été observé sur la tension artérielle diastolique (Schmidt et al., 1994 ;

Tauchert et al., 1994).
I11. Composition en métabolites secondaires des espéces du genre Crataegus
I11.1. Composés phénoliques dans les aubépines

Plusieurs groupes de composés phénoliques y compris les procyanidines, les flavanols, les
flavonols, C-glycosyl flavones, acides phenoliques, anthocyanines et lignanes ont été
reportées dans différentes parties des aubépines. Dans les fruits, les oligomeres procyanidines
et leurs glycosides sont les principaux composés phénoliques majeurs; alors que les
flavonoles, les glycosides de flavonol et C-glycosyl flavones dominent dans les feuilles (Liu
etal., 2011a).
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111.1.1. Les procyanidines

Les procyanidines dans les aubépines sont constituées essentiellement de (-) épicatechine
comme [’unité de flavan-3-ol. En autre quelques rapports ont mentionné 1’existence de la
catéchine dans Crataegus ssp., soit sous forme de monomeére ou comme une unité constitutive
dans les oligomeres et les polymeéres procyanidines. Les procyanidines identifiés a ce jour
sont exclusivement de type P (flavan-3-ol lié par des liens d’interflavanol unique C-4/C-8 ou
C-4/C-6) (fig. 02) (Svedstrom et al., 2002b).

Plus d’une trentaine d’oligoméres procyanidines ont été reportés dans les fruits et les feuilles
du genre Crataegus. Les différentes parties d’une méme plante et les différents espéces
contiennent les mémes composés comme les procyanidines majeurs, alors que les proportions
et le contenu des composés individuels varie considérablement (Svedstrém et al., 2002a ; Liu
et al., 2010b). La composition et le profil des glycosides procyandines sont utilisés comme un
marqueur chimio-taxonomique pour distinguer entre les différentes especes du genre
Crataegus (Liu et al., 2011b).

Procyanidine B4

Procyanidine BS Procyanidine C1

Figure 02 : Les majeurs procyanidines de Crataegus sp. (Svedstrom et al., 2002a ; Cui et al.,
20064a; Cui et al., 2006b; Liu et al, 2010b; Liu et al., 2011b)..

15



Histoire et usages traditionnels du genre Crataegus

111.1.2. Les flavonols et les glycosides de flavonols

Les majeurs aglycones de flavonols reportés dans les aubépines sont: la quercétine,
kaempferol et sexangularetin (8-methoxykaempferol), 1’hyperoside, 1’isoquercitrine et la
rutine sont souvent reportés comme les majeurs glycosides de flavonols. La rutine n’est pas
retrouvée dans les fruits de C. pinnatifida var. major, 1’isoquercitrine et la rutine n’existent
pas dans les fruits et les feuilles de C. grayana (Liu et al., 2010b; 2011a; 2011b).

En plus des aglycones sucités, Petereit & Nahstedt (2005) ont identifié des glycosides de
flavonols dans C. monogyna, C. laevigata, C. pentagyna, C. nigra et C. azarolus. Il s’agit de
kaempferol-3-O-neohesperidoside, hypéroside  (quercetine-3-O-galactoside), crataegide
(quercetine-3'-O-arabinoside), spiraeoside (quercetine-4'-O-glucoside), rutine (quercetine-3-
O-rutinoside), quercetine-3-O-rhamnosylgalactoside, sexangularetine-3-O-glucoside,
sexangularetine-3-O-neohesperidoside et sexangularetine-3-O-(6"-O-malonyl)--D-glucoside
(fig. 03). Les glycosides de kaempférol et sexangularetine sont souvent présents comme
constituants mineurs dans 1’aubépine. Sexangularetine, sexangularetine-3-glucoside,
sexangularetine-3 - néohespéridoside et kaempférol-3-néohespéridoside ont été trouvées dans

le pollen de C. monogyna (Dauguet & coll., 1993).

R, R, R, R, R,
Kaempferol OH OH H OH
Kaempferol-3-O-neohesperidoside 0-B-D-Glu-(2—1)-a-L-Rha OH H H OH
Quercetin OH OH H OH OH
Hyperoside 0O-p-D-Gal OH H OH OH
Isoquercitrin 0O-B-D-Glu OH H OH OH
Crataegide OH OH H O-g-L-Ara  OH
Spiraeoside OH OH H OH O-p-D-Glu
Rutin 0-B-D-Glu-(6—1)-a-L-Rha OH H OH OH
Quercetin-3-O-thamnosylgalactoside 0-B-D-Gal-(6—1)-a-L-Rha COH H OH OH
Sexangularetin OH OH OCH, H OH
Sexangularetin-3-O-glucoside 0O-B-D-Glu OH OCH, H OH
Sexangularetin-3-O-neohesperidoside 0-B-D-Glu-(2—1)-a-L-Rha OH OCH, H OH
Sexangularetin-3-0-(6"-O-malonyl)-B-D-glucoside O-(6"-C-malonyl)-p-D-Glu OH OCH, H OH
Lueeolin-7-O-glucoside H 0-B-D-Glu H OH OH
Luteolin-7-O-p-D-glucuronide H 0O-B-D-glucuronide H OH OH

Figure 03 : Flavonols et O-glycosides de flavonols et flavones de Crataegus sp. (Dauguet &
coll., 1993 ; Liu et al., 2010b; 2011a; 2011b).

Glu, glucose; Rha, rhamnose; Gal, galactose; Ara, arabinose.
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111.1.3. Glycosyl de flavones

Le profil de C-glycosyl de flavones dans les aubépines est I’un des marqueurs chimio-
taxonomique le plus important de différenciation des especes des aubépines. La vitexine-2"-
O-rhamnoside, vitexine et isovitexine sont trouvés dans les sommités fleuries de C.
monogyna, C. pentagyna et C. laevigata (Prinz et al., 2007, Ringl et al., 2007).

La vitexine et vitexine-2"-O-rhamnoside sont identifiés dans les sommités fleuries de C.
laevigata, Crataegus rhipidopylla et leur hybride Crataegus x macrocarpa (Ringl et al.,
2007). Oh et al. (1994) ont noté la présence de vitexine-2"-rhamnoside dans les feuilles de C.
pinnatifida var. psilosa.

Six C-glycosyl de flavones sont isolés a partir des feuilles de C. pinnatifida var. major. Ces
composés sont identifiés comme la vitexine, 6”-O-acetylvitexine, 2"-O-acetylvitexine, 2"-O-
rhamosylvitexine, 8-C-B-D-(2"-O-acetyl)-glucofuranosyl-apigenine et 3”-O-acetylvitexine
(Zhang & Xu, 2001a; Zhang & Xu, 2003a).

L’isoorientine et orientine sont les majeures C-glycosyl de flavones ; I’isoorientine-2"-O-
rhamnoside, 1’orientine-2”-O-rhamnoside et [’isovitexine-2”-O-rhamnoside sont moins
représentés dans les sommités fleuries de C. pentagyna. Ces composés ne sont pas trouveés
chez C. monogyna et C. laevigata. La vitexine-2"-O-(4""-O-acetyl)-rhamnoside est le
composé dominant dans C. monogyna mais n’est pas détecté dans C. laevigata et C.
pentagyna (Prinz et al., 2007, Ringl et al., 2007) ( fig. 04).
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R, R, R, R R,
Vitexin H OH B-D-Glu H QH
Isovitexin B-D-Glu OH H H OH
8-C-B-D-{2"-O-acetyl)-glucofuranosyl-apigenin H OH 2-0-Ac--D-Glufuranose H OH
2"-C-acetylveitexin H OH 2-0-Ac-B-D-Glu H OH
3"-C-acetylveitexin H OH 3-0-Ac-B-D-Glu H OH
6"-C-acetylveitexin H OH 6-0-Ac-p-D-Glu H OH
Vitexin-2°-O-rhamnoside H OH B-D-Glu-{2—1)-a-L.-Rha H OH
Vitexin-2"-0-(4"-Cracetyl)-rhamnoside H OH B-D-Glu-{2—1)4-0-Ac-a-L-RhaH OH
Isovitexin-2"-O-rhamnoside B-D-Glu-(2—1)-a-L-RhaCH H H OH
Vincenin 1 Xyl OH Glu H OH
Vincenin 2 Glu OH Glu H OH
Vincenin 3 Glu OH Ryl H OH
Schaftoside B-D-Glu OH a-L-Ara H OH
Isoschaftoside a-L-Ara OH B-D-Glu H OH
Neoschaftoside B-D-Glu OH B-L-Ara H OH
Neoisoschaftoside B-L-Ara OH B-D-Glu H OH
Vitexin-4'- O-rhamosylglucoside H OH B-D-Glu H O-B-D-Glu-{2—1)-0-L-Rha
Vitexin-4',7-di-C-glucoside H 0--D-Glu g-D-Glu O-f-D-Glu OH
Qrientin H OH B-D-Glu OH QH
Isoorientin B-D-Glu OH H OH OH
Acetylorientin H OH 2-0-Ac-g-D-Glu OH OH
Acetylisoorientin 2-0-Acf-D-Glu OH H OH OH
Qrientin-2"-O-rhamnoside H OH B-D-Glu-{2—1)-a-L-Rha OH OH
Isoorientin-2"-O-rhamnoside B-D-Glu-(2—1)-a-L-RhaOH H OH OH

Figure 04 : C-glycosides de flavones reportés dans les aubépines (Prinz et al., 2007, Ringl et

al., 2007; Zhang & Xu, 2001a; Zhang & Xu, 2003a).

Glu, glucose; Rha, rhamnose; Gal, galactose; Ara, arabinose; Ac, acetyl; Xyl, xylose.

111.1.4. Les acides triterpéniques

Les acides triterpéniquees ont été identifiés comme un autre groupe de composés bioactifs

dans les especes du genre Crataegus. Liu (1995) et Hsu et al. (1997) ont montré que les

acides triterpéniques ont des effets bénefiques tres importants telle que 1activité

anticancérogene.

L’acide oléanolique et I’acide ursolique sont les majeurs acides triterpéniques déterminés
dans les fruits des aubépines (fig. 05) (Zou & Chen, 2006; Cui et al., 2006a). Alors que,
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I’acide oléanolique existe seulement dans les feuilles des aubépines (Zou & Chen, 2006 ; Gu

et al., 2006; Cui et al., 2006a).

Acide oléanoligue

Acide ursoligue

Figure 05 : Les acides triterpéniques dans les aubépines (Cui et al., 2006a ; Zou & Chen,

2006).

I11.2. Autres composés phénoliques

L’acide chlorogénique est trouvé dans les fruits et les feuilles de toutes les especes

d’aubépines. Alors que leur isomére, I’acide 5-O-cafféoylquinique (acide néochlorogénique)

est identifié seulement dans les fruits de C. grayana (Liu et al., 2011a).

L’acide caféique est détecté dans les feuilles de C. laevigata (Svedstrom et al., 2006), 1’acide

gallique et I’acide hydroxybenzoique dans les feuilles de Crataegus cuneata (Ma & Gu,

2003; Ma et al., 2007), et I’acide protocatéchique dans les fruits de C. pinnatifida (Zhang et

al., 2001d). Six glycosides de lignane sont mentionnés dans les feuilles de C. pinnatifida (Gao

et al., 2010). Luteoline-7-O-glucoside est noté par Petereit and Nahstedt (2005). Luteoline-7-

O-B- D-glucuronide et eriodictyol-7-O-glucuronide sont mis en évidence chez C.

rhipidopylla x C. macrocarpa (Prinz et al., 2007).

L’activité biologique et I’effet physiologique des composés phénoliques des especes du genre

Crataegus a été évaluée sur les extraits préparés a partir des feuilles, des fruits et des

sommités fleuries par extraction avec les solvants organiques tels que le méthanol, 1’éthanol,

le dichlorométhane et par 1’eau également, a différentes concentrations. Les fractions

d’extraits et les composés phénoliques purifiés a partir d’aubépine ont été testés pour étudier

’activité biologique des différents groupes ou composés individuels (Liu et al., 2011a).
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I11.3. Autres composeés

Meng and Wang (2005) notent la présence des composes nutritionnels dans quelques especes
du genre Crataegus, comme les sucres solubles (glucose, fructose, etc.), les acides totaux
(acide malique, acide quinique, etc.), les protéines, la vitamine C, les sucres alcooliques
(sorbitol, myo-inositol, etc.). Selon les espéces du genre Crataegus, il y a des espéces qui

sont riches en sucres, alors que d’autres le sont en acides (Pengzhan, 2012).
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Données générales sur les composés phénoliques

. Généralités

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires qui sont les protéines, les glucides et les lipides. Les métabolites secondaires sont
classés en plusieurs grands groupes. Parmi ceux-ci, les composes phénoliques, les terpénes,
les stéroides et les composés azotés dont les alcaloides (tab. 01). Chacune de ces classes
renferme une trés grande diversité de composés qui possédent une trés large gamme d’activité
biologique (Huang & Ferraw, 1991; Ali et al., 2001 ; Li et al., 2007).

Tableau 01: Les trois grandes classes de métabolites secondaires.

Nombre des molécules

Type Ils derivent de o
caractérisees
Terpénoides L’IPP (isopentenyl diphosphate), 25000
une moléculea 5 C.
Alcaloides Acide aminés 12000
Composés phénoliques | Voie de 1’acide shikimique et 8000

acétate/malonate

Les polyphénols est I’'un des groupes les plus nombreux et largement distribués dans le
royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques connues, présents dans tous
les organes de la plante (Lugasi et al., 2003), ils peuvent étre divisés au moins en 10 classes
différentes selon leur structure chimique de base (Harborne, 1989). Dans cette catégorie, on
trouve de nombreuses substances : les formes les plus simples, par opposition aux formes
condensées (tannins) sont divisées en deux catégories :

- les noyaux simples en C6-C1 (les acides hydroxybenzoiques) et C6-C3 (acides
hydroxycinnamiques).

- les noyaux dérivant de I’extension du phénylpropane, en C6-C3-C6, comme les chalcones,
les flavones, les flavonols ou les dérivés du flavane ou du flavane-3-ol (catéchines et
proanthocyanidines). Toutes ces substances ont une voie de biosynthese commune et sont
appelées flavonoides, au sens large du terme (Bahorun, 1997).

L’¢lément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’un cycle aromatique
portant au moins un groupement hydroxyle (Chopra et al., 1986). La biosynthése du noyau
aromatique est apparue trés tot au cours de 1’évolution puisque la protéogénése fait appel a

trois amino-acides aromatiques : la phénylalanine, la tyrosine, le tryptophane et que des
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transporteurs d’électrons comme les quinones interviennent dans la respiration et la
photosynthése. Cette biosynthese est appelée voie des shikimates (Pierre, 2000).

Les composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides simples et proanthocyanidines)
forment le groupe des composés phytochimiques le plus important des plantes (Beta et al.,
2005). Les acides phénoliques sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et
médicinales (Postova et al., 2003). Comme exemple d’acide phénolique, on cite : acide
chlorogenique, acide caffeique, acide protocatéchique, acide vanillique, acide ferulique, acide

sinapique et acide gallique (Hale, 2003).
I.2. Rdle physiologique des composés phénoliques

L’intégration du métabolisme phénolique dans le programme général de développement d’un
organe végétal pose en elle-méme la question d’un réle éventuel de ces substances. Des
travaux plus anciens (Nitsch & Nitsch, 1961; Alibert et al., 1977) ont montré que les phénols
seraient associés a de nombreux processus physiologiques : croissance cellulaire,
différenciation organogene, dormance des bourgeons, floraison, tubérisation. Les polyphénols
interviennent dans la qualité alimentaire des fruits. Les anthocyanes et certains flavonoides
participent a la coloration des fruits mars. Les composés phénoliques déterminent egalement
la saveur des fruits : les tanins sont a I’origine de la sensation d’astringence des fruits non
mdrs, les flavanones sont responsables de I’amertume des citrus et peuvent donner naissance,
par transformation chimique, a des dihydrochalcones a saveur sucrée (Dubois et al., 1977).
Les pigments responsables de la coloration des fleurs représentent des signaux visuels qui
attirent des animaux pollinisateurs. La plupart de ces pigments sont des anthocyanes, des
aurones et des chalcones. D’autres polyphénols incolores tels que les flavonols et flavanones
interagissent avec des anthocyanes pour altérer, par co-pigmentation, la couleur des fleurs et
fruits (Brouillard et al., 1997).

Des composés phénoliques sont impliqués lorsque la plante est soumise a des blessures
mécaniques. Des phénols simples sont synthétisés et ’activité peroxydasique caractéristique
des tissus en voie de lignification est stimulée. Ces réactions aboutissent a la formation au
niveau de la blessure d’un tissu cicatriciel résistant aux infections (Fleuriet & Macheix, 1977).
La capacité d’une espéce végétale a résister a 1’attaque des insectes et des micro-organismes
est souvent corrélée avec la teneur en composeés phénoliques (Rees & Harborne, 1985).

Les polyphénols sont probablement les composés naturels les plus répandus dans la nature et
de ce fait sont des éléments faisant partie de 1’alimentation animale. A titre d’exemple,

I’homme consomme jusqu’a 10 g de ces composés par jour (Bahorun, 1997).
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Les effets bénéfiques des polyphénols sont attribués a leurs propriétés antioxydantes et a leur
capacité de capter les radicaux libres. Ces substances présentent des propriétés
anticancéreuses, antimutagénes et antibactérienne non négligeables (Meyer & Yi, 1997;
Weissburger, 1997 ; Redoyal et al., 2005 ; Hatano et al., 2005).

De récentes études ont montré ’effet bénéfique d’un apport de 200 mg d’extrait de thé vert,
soit 100 mg de polyphénol, retarde efficacement le stress oxydant ainsi que
I’insulinorésistance et augmente la lipolyse (Kao et al., 2002). Ils sont considérés comme
substances phytochimiques avec des effets prébiotique, antioxydant, de chélation et anti-
inflammatoire. Leur toxicité est faible. Pharmacologiquement, le mieux caractérisé est 1’acide
caféique (Postova et al., 2003). Cet acide et ’acide férulique empéchent la formation du
cancer des poumons chez les souris, 1’acide gallique inhibe la formation du cancer
oesophagien chez les rats (Hale, 2003).

Parmi les composés phénoliques, dont plus de 8000 sont connus ; les coumarines, les
flavonoides, les tanins et d’autres classes existent en nombres considérables (Hu, 2005 ; Beta
et al., 2005 ; Luthria & Mukahapadhyay, 2006).

I1. Les différentes classes des composés phénoliques

Il existe différentes classes de polyphénols, notamment : les acides phénoliques, les
flavonoides, les tanins, les stilbénes, les lignanes, les saponines, les phytostérols ou bien

phytostanols. Les plus importants sont: les acides phénols, les flavonoides et les tanins.
I1.1. Les flavonoides

Les flavonoides constituent le plus grand groupe de composés phénoliques, avec plus de 6000
composés naturels qui sont quasiment universels chez les plantes vasculaires. lls constituent
des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes
végétaux (Knezevi¢ et al., 2012).
Les flavonoides sont des pigments quasi universels des végétaux, souvent responsables de la
coloration des fleurs et des fruits. Ils existent le plus souvent a 1’état naturel sous forme
d’hétérosides (Fiorucci, 2006). La plus part des flavonoides diététiques dans les aliments sont
les 3-O-glycosides et des polyméres, mais peuvent également exister sous formes aglycones
(Medi¢-Sari¢ et al., 2003 ; cité par Mohammedi, 2006). On a estimé que la prise moyenne des
flavonoides par I’homme s’étend de 25 mg/jour a 1 g/jour (Wang & Mazza, 2002).
Les flavonoides sont souvent rencontrés dans les Iégumes-feuilles (salade, Chou, épinard,
etc.) ainsi que dans les téguments externes des fruits (Chebil., 2006). lls sont présents
également dans plusieurs plantes médicinales. Les travaux relatifs, aux flavonoides se sont
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multipliés depuis la découverte du « French paradox », correspondant a un bas taux de
mortalité cardiovasculaire observé chez des populations méditerranéennes associant une
consommation de vin rouge a une prise importante de graisses saturées (Prochazkova et al.,
2011).

11.1.1. Localisation des flavonoides

Les flavonoides sont des membres d’une classe des composés naturels répandue dans le régne
des végétaux. Largement distribués dans les feuilles, les graines, 1’écorce et les fleurs des
plantes (Medi¢-Sari¢ et al., 2003 in Mohammedi, 2006), abondants dans les légumes, les
feuilles (Marfak, 2003) et les racines des plantes (Fiorucci, 2006). Ils sont présents dans les
aliments de nature végétale (légumes, céréales, Iégumineuses, fruits, etc.) et boissons (vin,
cidre, biere, thé, cacao, etc.). Cette présence est en grande partie influencée par des facteurs
génétiques et des conditions environnementales.

IIs sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques des
feuilles et sont susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les effets nocifs du
rayonnement ultra-violet (UV) (Hadi, 2004). Les familles les plus riches en flavonoides sont :

Fabacées, Myrtacées et Polygonacées (Ghestem et al., 2001).
11.1.2.Structure et origine des flavonoides

Les flavonoides sont des composés de faible poids moléculaire, ils ont une origine
biosynthétiqgue commune et de ce fait, présentent le méme élément structural de base a savoir
I’enchainement 2-phénylchromane ; ils sont constitués de quinze atomes de carbone (C6-C3-
C6), essentiellement, la structure se compose de deux cycles aromatiques A et B, reliés par un

pont de trois carbones, le plus souvent sous forme d’un hétérocycle C (Ignat, 2011) (fig. 06).

3.
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Figure 06: Structure générale d’un flavonoide (Balasundram et al., 2006).
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IIs peuvent étre regroupés en une douzaine de classes selon le degré d’oxydation du noyau
pyranique central (Bruneton, 2009) : flavone, flavonol, flavanol, anthocyane, aurone............
Le cycle aromatique A est dérive de la voie acétate/malonate, tandis que le cycle B est dérivé
de la phénylalanine par la voie de shikimate sous I’intervention de la chalcone synthase
(CHS) (Merghem, 2000). Dans les conditions physiologiques normales, chalcone tend a
s’isomériser spontanément en flavanone. En fait, la cyclisation de la chalcone est catalysée
par une enzyme, la chalcone isomérase (CHI), qui induit une fermeture de cycle conduisant a
une flavanone constituant le squelette de base des flavonoides.

Plusieurs enzymes (synthase, réductase, hydroxylase) contribuent a [’apparition des
différentes classes de flavonoides, et dans chaque classe, les molécules sont ensuite
diversifiées par hydroxylation (flavonoides 3’-hydroxylase, flavonoide 3’, 5’-hydroxylase),
méthylation (O-méthyltransférase), glycosylation (rhamnosyl transférase, flavonoide glycosyl
transférase), acylation (acyl-CoA transférase) ou polymérisation (Merghem, 2000). La Figure

07 présente les voies de biosynthese des flavonoides adaptées selon Bruneton (1999).
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Figure 07: Biosynthése des flavonoides (Bruneton, 1999).
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11.1.3. Principales classes de flavonoides
11.1.3.1. Flavones et flavonols

Les flavones et flavonols sont les composés flavonoidiques les plus répandus (fig. 08) ; en
2004, on deénombrait plus de 1100 génines de structure connue (530 flavones et 600
flavonols), et environ 1400 hétérosides de flavonols et 700 hétérosides de flavones (Bruneton,
2009). Les flavonols different des flavones par la présence d’un groupement hydroxyle en C3.
Chez les flavonols, la position 3 de I’hétérocycle est toujours glycosylée, ainsi que
fréquemment la position 7 du cycle A mais jamais la position 5 (Macheix et al., 2006). La
teneur des flavonols est plus élevée dans la peau des fruits puisque la lumiére en stimule la

biosynthése.

ar 3
,;:f""'“*~| 4 = '-H4
- 0 - 2 .-"#-.:H."-u_’.f"-th .--'F_:::'“ma.-f 5
?I___-" -.."-_\-:_\___\_'___-" -n._\_'___-" T 5 ?[ S
- r___-___-_-.-"xx P T J;;_Hxv_f'f -\-H-"'\-\.DH
5 “[ 5
o O
Flavones Flavanols
Flavonoides | Substitution Flavonoides | Substitution
5 6 7 3’ 4 5 5 7 3 45
Apéginine OH OH OH Kaempférole | OH OH OH
Chrysine OH Meéricétine OH OH OH OH OH
Lutéoline OH OH OH OH Quercitine OH OH OH OH

Figure 08: Quelques exemples des flavones et flavonols (Bruneton, 2009).
11.1.3.2. Flavanones et dihydroflavonols

Les flavanones et dihydroflavonols sont caractérisés par 1’absence de la double liaison entre le
C2 et C3. Les dihydroflavonols se différencient des flavanones par la présence d’un
groupement hydroxyle en position 3 (Bruneton, 2009) (fig. 09). Les flavanones se retrouvent
surtout dans les agrumes et les tomates. La menthe constitue également une source abondante
(Benbrook, 2005 ; Ignat, 2011).
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3I
4 /,.4';‘\“‘*\4'
| P D .'-"-““Q"“'H ’,_.-‘""ISF
T \\ - -
H
N 5 TOH
5 H
O
Flavanones Dhydroflavanones
Flavonoides | Substitution Flavonoides | Substitution
5 6 7 3 4 5 5 7 3 4 5
Eriodictyol |OH OH OH OH Taxifoline OH OH OH OH
Hesperidine | OH OH OH OMe Fusetine OH OH OH
Naringénine | OH OH OH

Figure 09: Quelques exemples des flavanones et dihydroflavonols (Bruneton, 2009).
11.1.3.3. Les anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et kuanos, bleu violet) sont des pigments
hydrosolubles responsables des couleurs bleu, mauve, rouge ou rose de certaines parties
végétales (fleurs, fruits, feuilles, racines,...) (Valls et al., 2009 ).

Les anthocyanines sont des flavonoides porteurs d’une charge positive sur ’oxygene de
I’hytérocycle C (fig. 10). Les anthocyanes se différencient par leur degré d’hydroxylation et
de méthylation, par la nature et la position des oses liés a la molécule. L’aglycone ou

anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment.
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Anthocyane et leur couleur Substitution
3 5 7 3’ 4 5
Delphinidine (bleue-violette) OH OH OH OH OH OH

Cyanidine (rouge) OH OH OH OH OH
Pelargonidine (orange, rouge) |OH OH OH OH
Malvidin (mouve) OH OH OH OME OH OMe

Figure 10: Structure du noyau flavylium ou 2- phénylbenzopyrilium (Knezevi¢ et al., 2012)
11.1.4. Activités biologiques et intéréts pharmacologiques des flavonoides

Particulierement les aglycones sont pharmacologiquement efficaces. Plusieurs d’entre elles
exercent des effets hépatoprotecteurs, diurétiques, antibactériens et chemoprotectifs : effets
antiinflammatoires, antidiabétiques, antiallergique et autres (Bartosikova et al., 2003).

Des effets antiulcéreux et antihépatotoxique, beaucoup ont des actions antivirales et certains
fournissent une protection contre les maladies cardiovasculaires, ils ont une inhibition de la
croissance de diverses variétés de lignées de cellules cancéreuses (Narayana et al., 2001).
Certains flavonoides (notamment du soja) ont un effet préventif sur le cancer du sein, de la
prostate et I’ostéoporose (Besle et al., 2004).

Des études suggérent un role protecteur des flavonoides contre les maladies coronariennes, en
empéchant le dépdt de graisses sur les parois des arteres (Zabri et al., 2008).

Les flavonoides peuvent empécher le diabéte ou du moins le réduire en inhibant I’enzyme
aldose réductase (Marfak, 2003).

Les flavonoides sont des puissants inhibiteurs de 1’oxydation des LDL (Low Density
Lipoprotein). Cependant, leur teneur dans les lipoprotéines est mal connue, a la différence
d’autres antioxydants incorporés dans les lipoprotéines tels que a-tocophérol et le -carotene.
Ainsi, ils seraient capables de réduire le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe**) aboutissant a

la formation de radicaux hydroxyles par réaction entre (Fe**) et H202 (Milane, 2004).
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Les travaux de Harikrichna et al. (2004) ont démontré le pouvoir antimicrobien d’un
flavonoide glycoside (prunine-6>’-O-p-coumarate) contre deux souches de bactéries Gram®
(Bacillus subtilis et Staphylococcus albus) et deux bactéries Gram— (Escherichia coli et
Proteus vulgaris).

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

une alimentation qui est faiblement pourvue (cité par bouzid, 2009).
11.2. Les acides phénoliques et les coumarines
11.2.1. Les acides phénoliques

Le terme acide- phynol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au moins
une fonction carboxylique et hydroxyl phénolique (Bruneton, 1999). La pratique courante en
phytochimie consiste a réserver ce terme aux dérivés de 1’acide benzoique et de 1’acide
cinnamique (fig. 11 et 12). Les acides hydroxy benzoiques et hydroxycinnamiques existent
rarement sous forme libres, mais sont généralement trouvés sous formes conjuguées d’esters
et de glycosides (Hager & Howard, 2009).

Les acides phénoliques participent directement aux réactions de stress environnementaux,
comme les attaques par les ravageurs et contribuent au processus de guérison de la plante par

la lignification des tissus endommagés (Manach et al., 2004).
11.2.1.1. Les acides hydroxybenzoiques

La concentration de I’acide hydroxy benzoique est généralement tres faible chez les végétaux
comestibles. Ces dérivés sont assez rares dans l’alimentation humaine par contre ceux
d’acides hydroxy-cinnamiques tels que les acides p-coumariques, férulique et sinapique sont

trés présents (Macheix et al., 2006).

COOH COOH COOH CQOOH COOH
6 @
Hg HO HaCO
Ac. Benzoique  Ac. Protocatéchique ~ Ac. Vanillique Ac. Gallique Ac. Synngique

Figure 11: Quelques exemples d’acides phénols dérivés de 1’acide benzoique (C6-C1)
(Bruneton, 1999).
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11.2.1.2. Les acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante dont la structure de
base (C6-C3) dérive de celle de I’acide cinnamique (fig. 12). Le degré d’hydroxylation du
cycle benzénique et son éventuelle modification par des réactions secondaires (par
méthylation chez les acides féruliques ou sinapique) sont un des éléments important de la

réactivité chimique de ces molécules (Macheix et al., 2006).

R1=H, R2=H : acide p-coumarique

R, ~— e ,-"—h‘}a‘a_ _COOH
:H' x"]’ e R1= H, R2= OH : acide caféique
I~ R1=H, R2= OCH3 : acide férulique
HO™ ~
| R1= OCH3, R2=0CH3 : acide sinapique
Rz

Figure 12: Quelques exemples d’acides phénols dérivés de 1’acide cinnamique (C6-C3)
(Macheix et al., 2006).

11.2.2. Les coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de féve tonka (Dipterix
ordorata Wild., Fabaceae) d’ou fut isolée en 1982 (Bruneton, 1993).
Les coumarines sont des substances naturelles dérivant de la benzo-a-pyrone ; ils résultent de

la lactonisation de I’acide ortho-hydroxycinnamique (fig. 13).

OH O O
COOH 2

>

Z 7

lactonisation

acide o-hydroxycinnamique Coumarine
benzo-a-pyrone

Figure 13: Squelette de base des coumarines (Ford et al., 2001).

Le squelette de base des coumarines est constitué de deux cycles accolés avec neuf atomes de
carbone (Ford et al., 2001). Les coumarines constituent une classe importante de produits
naturels, elles donnent une odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché.

A I’exception des algues, ces composés sont les constituants caractéristiques du régne végétal
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chlorophyllien. Les familles les plus riches en coumarines sont : Légumineuse, Rutacées,
Apiécées et Thymeleacees. Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment
dans les fruits et les huiles essentielles des graines (Guignard ,1998 ; Deina et al., 2003 ;
Booth et al., 2004).

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

On peut classer les coumarines en cing catégories : (Guignard, 1998 ; Deina et al., 2003 ;
Booth et al., 2004) (tab. 02).

Tableau 02 : Les différents types des coumarines

Type de coumarine Exemple

Coumarines simples Coumarine, Ombelliferone

Coumarines prenylées Rutaculine ,Osthol.

Furanocoumarines Furanocoumarines lineaires : Bergaptene,

Imperatorine.
Furanocoumarines angulaires :

Angelicine, Pimpinéline.

Pyranocoumarines La visnadine.

Les coumarines peuvent également exister a | Tricoumarines : Triumbellattine.
I’état dimérique ou trimérique Dicoumarines (coumarines dimerique) :

Dicoumarol.

11.2.2.1. Activités biologiques et intéréts pharmacologiques des coumarines

Les coumarines sont des molécules biologiquement actives, elles manifestent diverses
activités : anti-agrégation plaquettaire, anti-inflammatoire, anticoagulante, antitumorale,
diurétiques, antimicrobienne, antivirale et analgésique (Ochockda et al., 1995; Taguchi,
2000).
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Ces molécules sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de
capter les radicaux hydroxyles, superoxyde et peroxyles (Anderson et al., 1996 ; Hu et al.,
2005).

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

Une activité antifongique significative a également été reportée pour certaines coumarines.
Pour I’activité antibactérienne, les coumarines sont efficaces contre les bactéries a Gram
positif (Cottiglia et al., 2001 ; Khan et al.,2005; Laure, 2005).

Apres stimulation par des rayonnements ultra-violets de grande longueur d’onde (365 nm),
certaines furanocoumarines ont la propriété de stimuler fortement la synthese de mélanine par
les mélanocytes cutanées, a travers une augmentation de leur activité mitotique. Cette
propriété a été exploitée par les égyptiens pour le traitement de la dépigmentation (Bruneton,
1993). Par ailleurs, des chercheurs espagnols ont évalué 1’activité anti-VIH de onze composés
dérivés de la 4-phényl coumarine isolés de 1’espéce Marila pluricostata (Redoyal et al.,
2005).

I convient d’ajouter que les furanocoumarines sont impliquées dans bien d’autres
mécanismes biologiques que nous ne pouvons décrire ici, mais qui constituent des pistes de
recherches pour le traitement de maladies comme la sclérose en plaque et la dépression
(Veselovskaya et al., 2006).

11.2.2.2. Toxicité des coumarines

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

Chez I’homme en cas d’une exposition a la lumiere solaire, la consommation des espéces
vegétales renferment des furanocoumarines linéaires ou angulaires provoque une dermite
phototoxique d’intensité variable allant du simple érythéme jusqu'a I’apparition de bulles et de
vésicules au niveau des zones exposées, quelques jours apres le contact, les zones touchées

présentent une hyperpigmentation (Bruneton,1999).
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Les furanocoumarines linéaires peuvent étre le support de cycloaddition avec les bases
pyrimidiques de I’ADN ou de I’ARN, la duplication des brins est alors bloquée ainsi que la
traduction des ARN. Cette propriété est souvent invoquee pour expliquer les caracteres

mutagenes et carcinogénes de ces molécules (Bruneton, 1999).
11.3. Les tannins

Le terme tannin fut introduit a la fin du dix huitieme siécle pour définir les substances
organiques présentes dans les extraits aqueux des feuilles, écorce, bois, fruits, galles de
certaines fougeres, gymnospermes et angiospermes (Swain, 1979). Ces substances ont la
capacité de transformer des peaux d’animaux en cuir bien plus résistant face aux bactéries, a
la chaleur et a ’abrasion que le matériau originel.

Ce sont des composés phénoliques solubles dans 1’cau, de poids moléculaire compris entre
500 et 3000 Daltons, et ayant, outre les propriétés habituelles des phénols, la capacité a
précipiter les alcaloides, la gélatine et autres protéines (Bate-Smith & Swain, 1962 in Zucker,

1983). lls représentent environ 2 a 5 % de la masse du bois (Gandini & Belgacem, 1996).
11.3.1. Structure chimique et classification

En 1920, Freudenberg établit la classification des tannins la plus largement acceptée. Il les
divise en deux groupes basés sur des différences structurales : les tannins hydrolysables et les
tannins non hydrolysables, ou tannins condensés (Salunkhe, 1990). En 1977, Swain établit
une classification en quatre groupes, comprenant les deux groupes cités ci-dessus, et deux
autres les oxytannins et fg-tannins qui ne sont pas véritablement reconnus comme des vrais

tannins (Bernays et al., 1989).
11.3.1.1. Tannins hydrolysables

Ce sont des esters de glucose, c'est-a-dire un noyau central de glucose sur lequel se fixent, au
moyen d’une liaison ester, des acides : ’acide gallique pour le groupe des gallotannins,
I’acide hexahydroxydiphénique (ou ellagique) pour le groupe des ellagitannins (fig. 14). Leur
hydrolyse, par des acides, des bases ou certaines enzymes, libere le glucose ainsi que les
acides gallique ou phénolique liés (Brown, 1964 ; Swain, 1979 ; Salunkhe, 1990). lls

n’existent que chez les dicotylédones (Bernays et al., 1989).

34



Données générales sur les composés phénoliques

C-0 OH
COOH
50
HO OH HO o—g
OH N
o ACIDE GALLIQUE ACIDE ELLAGIQUE

HO @
HO O—CH,

HO OH
OH
HO
I ] o070 OH OH
HO HO
© o 9 OH HO 2 oH
o] g 0 o]
HO OH HO oH
o] o0 o
HO HO
HO © 0.0 0.0
HO o o
HO
o]

OH

OH HO OH 0" ¥g
OH HOOC
Ho OH| ~ OH

ACIDE TANNIQUE (ELLAGITANNIN)
ACIDE TANNIQUE (GALLOTANNIN)

Figure 14: Structure des tannins hydrolysables et des acides associés.
11.3.1.2.Tannins condenses

De structure plus complexe (fig. 15), ils sont de loin les tannins les plus largement rencontrés
dans les plantes vasculaires, des dicotylédones aux plantes les plus primitives, fougeéres et
gymnospermes. On les appelle également proanthocyanidines car les tannins condensés
produisent des anthocyanidines quand on les chauffe dans I’acide (Waghorn & McNabb,
2003). Ce sont des polymeres de flavan-3-ols (appelés aussi catéchines) et de flavan-3,4-diols
(appelés leucoanthocyanidines), ou un mélange des deux (Swain, 1979 ; Salunkhe, 1990). Les
tannins condensés sont des polymeéres de fort poids moléculaire, les plus couramment décrits
faisant 5000 Daltons, mais on en a découvert de plus de 30 000 Daltons (Wirsch et al., 1984
in Bravo,1998). Les chaines de polymeéres comptent de 2 a 20 unités environ, et il existe de
nombreuses hydroxylations possibles en différents endroits de chaque monomere. Cette
diversité structurale explique les variations d’activité biologique (Waghorn & McNabb,

2003).
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Figure 15: Structure des tannins condensés (Swain, 1979 ; Salunkhe, 1990).

11.3.2. Biosynthése des tannins

Les tannins sont synthétisés a partir de la phénylalanine (fig. 16) par la voie dite de 1’acide

shikimique (Haslam, 1966 ; Swain, 1979).

pyruvate T sucre

acide shikimigue acide gallique
Q—"H
o (_ glucose
HzN ‘'oH

phenylalanine
i TANNINS HYDROLYSABLES

TANNINSG CONDENSES
(Proanthocyanidines)

e —————

oH

flavan-3_4diol

Figure 16 : Voie de synthese des tannins (Haslam, 1966 ; Swain, 1979).

La synthese des tannins hydrolysables a partir d’acide gallique passe tout d’abord par 1’ajout
de groupements galloyle au noyau d’acide gallique, ce qui meéne au pentagalloylglucose. Puis
les gallotannins seront formés par addition de nouveaux groupements galloyle sur ce noyau
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pentagalloylglucose (fig. 17), alors que les ellagitannins verront des processus d’oxydation
créer des liaisons carbone entre différents pentagalloylglucoses, ce qui ménera a des dimeéres
et oligomeres dérivés (Grundhofer et al., 2001).

Les parois cellulaires du meésophylle des feuilles, les chloroplastes et les espaces
intercellulaires sont le site privilégié de la synthese des tannins hydrolysables (Grundhofer et
al., 2001 ; Grundhofer & Gross, 2001).
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Figure 17: Synthése des gallotannins et ellagitannins a partir du pentagalloylglucose
(Grundhofer et al., 2001)
La polymérisation des flavan-3-ols (tannins condensés) se fait au moyen de liaisons entre les

atomes de carbone positionnés en C4 et en C8.
11.3.3.Toxicité des tannins

Les composés secondaires peuvent agir de deux maniéres, comme inhibiteurs de la digestion
ou comme toxines. Les toxines agissent de maniére spécifique aprés avoir traversé les
membranes, ce qui permet une toxicité importante pour des quantités ingérées tres faibles. Les
inhibiteurs de digestion agissent directement dans l'intestin et perturbent les processus
digestifs de différentes manieres (Waterman, 1984).

Les tannins ont des effets toxiques et/ou réduisent (souvent, mais pas toujours) la digestion,

en réduisant la digestibilité de la matiére séche, de 1’azote et des fibres (Foley et al., 1999).
11.3.4. Activité biologique et intérét pharmacologique des tanins

Les tannins sont d’efficaces moyens de défense contre les herbivores, mais on suppose que

leur role majeur dans 1’évolution a été de protéger les plantes des attaques fongiques et
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bactériennes. Les tannins, tout comme les lignines, ont toujours été d’une grande importance
pour le succes évolutif des plantes, plus particulierement pour le développement des formes
arborescentes, et ils réduisent a la fois la biodisponibilité des protéines et polysaccharides des
plantes et I’activité des enzymes digestives et microorganismes de 1’estomac de 1’herbivore.
Les tannins peuvent également former des complexes avec d’autres polymeéres naturels
comme les acides nucléiques et les polysaccharides (Swain, 1979).

Les tannins ont d’autres utilisations commerciales que le tannage des peaux : ils forment des
complexes noirs avec les sels ferreux, propriété utilisée pour la production d’encre, ils sont
utilisés comme antidotes des alcaloides, des glycosides et des ions de métaux lourds grace a
leur affinité chimique. Ils apportent également une part importante du go(t de nombreux
aliments et boissons (Bernays et al., 1989).

Les applications médicales des plantes a tanins découlent de leur affinité pour les protéines :
ils ont un effet antidiarrhéique, et par voie externe, ils imperméabilisent les couches
superficielles de la peau, sont vasoconstricteurs et limitent la perte en fluides. Ces propriétés,
ajoutées par ailleurs a leur effet antiseptique, en font des molécules intéressantes pour la
régénération des tissus en cas de blessures superficielles ou de brulures, et les rendent
utilisables dans le traitement des diarrhées infectieuses (Okuda et al., 1983 ; Bruneton, 1999).
Les tannins ont des grandes capacités antioxydantes dues a leurs noyaux phénol. Les tannins
hydrolysables et condensés sont 15 a 30 fois plus efficaces que les phénols simples (Peronny,
2005).

Quelques tanins ellagiques s’opposent a la mutagénicité de certains cancérogenes et a la
transplantation de tumeurs expérimentales (action immunostimulante). Des études menées en
nouvelle-Zélande ont montré que la consommation de plantes a tannins pouvait affecter la
biologie de certaines especes de parasites intestinaux en diminuant la production des oeufs.
De nombreuses études ont montré 1’effet antimicrobien des tannins sur différents bactéries,
virus et champignons (Bakous et al., 1997; Peronny, 2005).

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

L’absorption du fer est inhibée par les tannins qui agissent comme des chélateurs naturels
dans le tube digestif. La consommation de ces molécules réduit trés fortement 1’absorption du
fer chez les rats, ce qui permet grace a cette propriété de protéger les animaux sujets a

I’hémosidérose (Peronny, 2005).
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Les sources de polysaccharides végétaux sont multiples. On distingue les polysaccharides de
structures (cellulose, hémicellulose, pectines), les polysaccharides de réserve (amidon,
caroube), les polysaccharides exsudats (gomme arabique) et enfin les mucilages (Warrand,
2004).

I. Polysaccharides de structures (la paroi végétale)
I.1. Structure de la paroi végétale

Parmi les cellules eucaryotes, la paroi cellulaire est 1’une des caractéristiques anatomiques qui
différencie la cellule végétale de la cellule animale. Compartiment original de la structure
cellulaire végétale, la paroi est aussi considérée aujourd’hui comme un organite a part enticre.
Sa composition unique ainsi que I’ensemble des liens physiques et chimiques qui la structure
lui permette d’assurer un véritable continuum a I’interface du symplasme et de 1’apoplasme
(Mollet, 2006).

Du point de vue anatomique (fig. 18), certaines caractéristiques permettent de définir un
modele général de la paroi cellulaire végétale, se décomposant en trois zones distinctes, de
I’extérieur vers 1’intérieur de la cellule :

- la lamelle moyenne, partie commune située entre deux cellules voisines dont le role est
d’assurer la cohésion entre les cellules. Son épaisseur varie de 0,2 a 1 um. Cette paroi,
dépourvue de cellulose est riche en pectines.

- la paroi primaire, plus mince (0,1- 0,2 um), constitue la seule enveloppe fibrillaire des
cellules en croissance et montre donc une grande plasticité. Elle présente une structure
biphasique ou les microfibrilles de cellulose sont dispersées dans une matrice amorphe
fortement hydratée composée de substances pectiques, d’hémicelluloses et de protéines.

- la paroi secondaire, tres épaisse (1 a 5 um) est ajoutée a la paroi primaire lorsque la cellule
a cess¢ de croitre. Elle est constituée d’un réseau fibrillaire de cellulose cristalline et
d’hémicelluloses. En fonction de 1’orientation des fibrilles de cellulose, trois régions distinctes
sont définies (S1, S2 et S3). Ces fibrilles de cellulose ont une orientation déterminée qui
change rythmiquement et varie d’une strate a I’autre (Charlotte, 2005).

Par endroits, la paroi secondaire est plus fine voire absente, forme ainsi des zones appelées
ponctuations, qui permettent un transport rapide, de cellule a cellule, de 1’cau et des sels

minéraux.
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Figure 18: Vue perspective d'une paroi ligneuse (Roland, 1980).
1.2. Réle de la paroi végétale

La paroi cellulaire donne a la cellule végétale une résistance mécanique importante et
explique souvent sa forme caractéristique. Différents niveaux d’organisation vont lui conférer
son aspect dynamique et rigide. En effet elle doit étre modelable au rythme de la croissance
chez les jeunes cellules, tout en restant ferme afin d’assurer son role de barriere protectrice et
de permettre la cohésion des cellules. Elle doit s’opposer aux chocs osmotiques, a la
dessiccation, aux rayons ultraviolets (UV), tout en permettant les échanges intercellulaires et
le passage des substances nécessaires au metabolisme cellulaire. Elle assure I’extension du
réseau intercellulaire, limite la porosité de la paroi cellulaire, contribue au maintient de
1’équilibre physico-chimique du symplaste (eau et ions) et assure la transduction de signaux
extracellulaires vers le milieu intra-cellulaire au travers de la libération d’oligosaccharides
bioactifs (Perez et al., 2003)..

1.3. Composition polysaccharidique de la paroi végétale

La paroi végétale est un empilement de plusieurs couches constituées de cellulose,
d’hémicellulose, de pectines et de lignine dont les proportions dépendent de 1’organisme

producteur du tissu (McNeil et al., 1984).
1.3.1. La Cellulose

Directement issue de la photosynthése, la cellulose est la molécule organique la plus
abondante sur terre ainsi que le matériau le plus important de la paroi des cellules végétales.
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La quantité de cellulose bio-synthétisée par les plantes terrestres est estimée a 100 milliards
de tonnes par an, constituant a elle seule 50 % de la masse végétale (Robert & Roland, 1998).
Bien que certaines celluloses soient bio-synthétisées par des bactéries, des algues et méme des

animaux marins (Atalla et al., 2008).
1.3.1.1. Structure de la cellulose

La cellulose est un homopolymere dont le motif monomérique est le glucose dans la
configuration D. Les molécules de glucose sont liées de facon linéaire par des liaisons
osidiques B-(1,4), le motif dimérique constitutif de la cellulose étant le cellobiose (fig. 19).
Cette liaison osidique confere aux chaines de glucose une conformation tridimensionnelle
spécifique stabilisée par des liaisons hydrogéne intra- et inter-moléculaires. Les chaines de

glucose s'associent entre elles pour former des microfibrilles (Atalla et al., 2008).

Cellobiose
o HO, Ho |
,I HO o ] WOH
HO
Extrémité non réductrice Unité anhydroglicose Extrémite réductrice

n: degré de polymerisation (DP)

Figure 19 : Représentation de la chaine de cellulose (Roder et al., 2001 ; Kasaai, 2002).

Par Dl’intermédiaire de liaisons hydrogéne intramoléculaires entre deux résidus glucose
successifs, les chaines de cellulose adoptent des structures en ruban trés stables qui
s’associent entres elles via des liaisons hydrogene intermoléculaires. Ces dernieres favorisent
I’organisation des chaines en domaines cristallins de taille important et conférent ainsi aux
structures cellulosiques une rigidité et une résistance chimique exceptionnelle (Mansfield &
Moony, 1999). L'unité de structure de la cellulose est la fibrille élémentaire constituée par
I'association d'une quarantaine de chaines individuelles. Le diamétre de ces fibrilles est
denviron 2 a 6 um. Ces « paquets » de molécules de cellulose sont agrégés entre eux pour
former des microfibrilles de diamétre compris entre 60 et 360 um et de longueur infinie (fig.
20). Ces microfibrilles sont constituées de zones hautement ordonnées (zones cristallines) et
d'autres moins ordonnées (zones amorphes) (Wilson & Hamilton, 1986 ; Fenger, 1994). Ces

zones amorphes, sont plus susceptibles aux attaques enzymatiques et plus sensibles aux
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agressions physiques et chimiques. Les régions cristallines sont constituées par différentes

structures cristallines distinctes (Sugiyama et al., 1991).
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Figure 20: Vue perspective d’une fibre de cellulose.
1.3.2. Les hémicelluloses

Les hémicelluloses sont un des trois composants principaux de la biomasse lignocellulosique,
représentant environ 20 a 40 % de la biomasse en poids. Elles constituent un groupe de
polysaccharides complexes qui se caractérisent par leur solubilité dans des solutions alcalines
et leur insolubilité¢ dans 1’eau (Complex Carbohydrate Research Center, 2007).

Les hémicelluloses sont définies structurellement comme des polysaccharides dont le
squelette est composé de residus f-(1,4)-D-pyranose, ou 1’04 est en position équatoriale. De
courtes chaines latérales sont fixées sur le squelette (Chavez, 2008; Scheller & Ulvskov,
2010).

Au sein de la paroi cellulaire végétale, les hémicelluloses sont un groupe hétérogene de
polymeres branchés matriciels relativement de bas poids moléculaire qui sont associés a la
cellulose et a d’autres polymeres. Elles se lient étroitement a la surface des microfibrilles de
cellulose et d’une microfibrille a 1’autre, par liaison hydrogéne, et dans ce sens sont des
glycanes assurant une réticulation. Contrairement a la cellulose, les hémicelluloses
contiennent plusieurs sucres a 5 atomes de carbone (sucres C5) tels que le xylose et
I’arabinose (principalement dans la configuration furanose), des sucres C6 tels que le glucose,
le mannose, le galactose, I’acide galacturonique et 1’acide glucuronique et le sucre C7 I’acide
4-0O-methyl glucuronique (fig. 21). Le xylose est le deuxiéme sucre le plus abondant dans la

biospheére apres le glucose (Jean, 2011).
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Figure 21 : Quelques sucres importants entrant dans la composition des hémicelluloses (Jean,
2011).

1.3.2.1. Les différents types d’hémicelluloses
Les hémicelluloses peuvent étre classées en quatre grands groupes :
1.3.2.1.1. Les xyloglucanes

IIs ont un squelette de résidus glucose (Glc) sur lequel se greffent des résidus xylose (Xyl),
galactose (Gal) et fucose (Fuc) ; on les trouve dans de nombreuses parois primaires.

Les xyloglucanes (XyGs) ont été trouvés dans toutes les espéces de plantes terrestres y
compris les mousses, mais n’ont pas €té trouvés dans les charophytes, qui sont des algues
vertes étroitement liées aux plantes terrestres (Popper & Tuohy, 2010; Scheller & Ulvskov,
2010).

Les xyloglucanes sont les hémicelluloses prédominantes dans les parois primaires des
dicotylédones et des monocotylédones non graminées ou ils peuvent représenter environ 20-

25 % du poids sec de la paroi primaire (Fry, 1989).
1.3.2.1.2. Les xylanes

Les xylanes sont un groupe complexe d’hémicelluloses qui présentent la caractéristique
commune d’un squelette de résidus xylose reliés en f-1,4. Les xylanes forment des liaisons
avec la lignine via les résidus arabinose qui peuvent étre estérifiés avec des acides

hydroxycinnamiques tels que les acides féerulique ou p-coumarique. Ce lien entre la lignine et
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les polysaccharides confére leur solidité aux parois végétales ainsi que leur récalcitrance a la
saccharification enzymatique.

On inclue :

- les glucuronoxylanes (GX) qui ont un squelette de résidus xylose sur lequel se greffent des
résidus acide glucuronique (GIcA) ou son dérivé O-méthylé ; on les retrouve dans les parois
secondaires des dicotylédones.

- les arabinoxylanes (AX) qui ont un squelette de résidus xylose sur lequel se greffent des
résidus arabinose.

- les glucuronoarabinoxylanes (GAX) qui ont un squelette de résidus xylose sur lequel se
greffent des résidus arabinose et acide glucuronique ; on trouve les arabinoxylanes et les
glucuronoarabinoxylanes dans les parois primaires des monocotylédones commelinoides.

- les homoxylanes non substituées (MetaCyc, 2008).
111.3.2.1.3. Les mannanes

Les mannanes ont un squelette de résidus D-mannose liés en p-1,4 tandis que les
glucomannanes ont un squelette de résidus D-mannose et D-glucose liés également en - 1,4
(Montes, 2008). Les mannanes et les glucomannanes peuvent étre substitués en a-1,6 par des
résidus D. galactose; ils s’appellent alors galactomannanes et galactoglucomannanes. Les
mannanes et les glucomannanes sont souvent acétylés, ils comprennent aussi :

- les galactomannanes qui ont un squelette de mannose sur lequel se greffent des résidus
galactose ; on les trouve comme composés majeurs de stockage dans les graines de certaines
dicotylédones telles que Iégumineuses (guar, caroube, tara...),

- les galactoglucomannanes qui ont un squelette de résidus mannose et glucose sur lequel se
greffent des résidus galactose ; on les trouve dans les parois secondaires des gymnospermes
(Atalla et al., 1993; Handford, 2003).

Les mannanes et les glucomannanes, substitués ou non par du galactose, sont particulierement
abondants dans les graines et sont généralement considérés comme des polysaccharides de
réserve. Cependant, on les trouve en proportions variables dans toutes les parois cellulaires
(Scheller & Ulvskov, 2010).

Dans les gymnospermes, les galactoglucomannanes sont des composants majeurs des parois
secondaires. Il apparait que les mannanes ont été trés abondants dans les premiéres plantes
terrestres et sont toujours abondants dans les mousses. Dans les spermatophytes, les mannanes
et les glucomannanes sont généralement beaucoup moins abondants et ils ont

vraisemblablement été remplacés par d’autres hémicelluloses (Jean, 2011).
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111.3.2.1.4. Les p-1,3 ; 1,4-glucanes,

Encore appelés glucanes a liaisons mixtes, qui sont tres répandus dans les herbes. Le réle
biologique le plus important des hémicelluloses est leur contribution au renforcement de la
paroi cellulaire par interaction avec la cellulose, et dans certaines parois avec la lignine
(Ordaz-Ortiz et al., 2009). Les 4-1,3 ; 1,4-glucanes sont des chaines non ramifiées de residus
D-glucose liés par des liaisons qui peuvent étre 5-1,3, ou f-1,4. lls sont typiques des herbes et
des membres de I’ordre des Poales. Ces glucanes a liaisons mixtes sont composés
principalement d’unités cellotriosyl et cellotetrasyl liées par des liaisons $-1,3. Les glucanes a
liaisons mixtes des parois primaires jouent un role significatif dans 1’expansion de la cellule et
leur teneur est trés dépendante de 1’état de croissance. Les f-1,3;1,4-glucanes n’ont pas été

trouvés dans les dicotylédones (Jean, 2011).
1.3.2.2. Biosynthése des hémicelluloses

Contrairement a la cellulose qui est synthétisée a la surface de la cellule au niveau de la
membrane plasmique, les hémicelluloses sont synthétisées dans 1’appareil de Golgi et
transportées a la paroi par des vesicules sécrétoires. Les hémicelluloses sont synthétisées a
partir de nucléotides-sucre par des glycosyltransférases (GTs) localisées dans les membranes
de Golgi. La majorité des enzymes impliquées dans la synthese de polysaccharides non-
cellulosiques sont des protéines membranaires intrinseques (Somerville et al., 2004).

La similarité structurale entre la cellulose et les hémicelluloses favorise une forte association

non-covalente entre les microfibrilles de cellulose et les hémicelluloses (Jean, 2011).
1.3.2.3. Propriétés et applications

Comme ressources renouvelables, les hémicelluloses sont promises a un bel avenir industriel
avec des produits comme des additifs alimentaires, des plastiques, des cosmétiques et des
produits pharmaceutiques (tab. 3) (Gatenholm & Tenkanen, 2003)

Les hémicelluloses dans la paroi cellulaire jouent le rdle essentiel d’interagir avec d’autres
polymeres pour assurer les propriétés adéquates de la paroi. Cependant, elles peuvent aussi

fonctionner comme carbohydrates de réserve dans les graines (Scheller & Ulvskov, 2010).
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Tableau 03 : Applications des hémicelluloses.

Type

Application

Hémicelluloses de réserve

Industrie alimentaire

Hémicelluloses en général

- Films et revétements
- Produits chimiques via hydrolyse et conversion des
sucres

- Biotechnologie et fermentation des sucres en C5

Galactomannanes

Industrie alimentaire, textiles, papier, explosifs, produits
pharmaceutiques, cosmétiques, forage peétrolier et

gazier, exploitation miniére, hydro-ensemencement

Glucomannanes

Fibres diététiques solubles dans 1’eau

Xyloglucanes

Papier, alimentaire, textiles, produits pharmaceutiques,

cosmétiques

1.3.3. Les lignines

1.3.3.1. Structure des lignines

Les lignines sont des polyphénols, macromolécules tridimensionnelles hydrophobes de haut

poids moléculaire (Charlotte, 2005). Les lignines sont des polymeres qui représentent le

deuxiéme constituant le plus abondant dans le bois. Ce sont des substances amorphes de

nature partiellement aromatique dont les unités sont trois alcools phénylpropénoiques :

I'alcool coumarique, I'alcool coniférylique et I'alcool sinapylique (fig. 22) (Chanliaud, 1995).

Leurs précurseurs, les acides hydroxycinnamiques (ou alcools phénylpropénoiques), sont

produits au niveau du réticulum endoplasmique des cellules en voie de lignification, a partir

de la phénylalanine, désaminée en cinnamate, hydroxylée, méthylée et réduite en alcool au

niveau de la fonction carboxyle (Charlotte, 2005). Ce polymére dunités phenylpropane

résulte d'une structure aléatoire tridimensionnelle entre celles-ci (Chanliaud, 1995).
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Figure 22: Structure des monolignols et des acides hydroxycinnamiques précurseurs

(Chanliaud, 1995)

Ces alcools précurseurs polyfonctionnels sont copolymérisés et forme des structures

hétérogenes vastes et amorphes (fig. 23), la teneur de ces composants est différents selon
I’origine végétale des lignines (Monties, 1980).
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Figure 23 : Schéma structural de la lignine (Monties, 1980).
1.3.3.2. Les différents types de lignine
1.3.3.2.1. La protolignine

La protolignine est le terme désignant la matrice macromoléculaire de lignine dans son
environnement chimique natif de la biomasse lignocellulosique. Il s'agit d'un composé
chimique encore mal défini dont les connaissances moléculaires sont toujours en évolution
(Davin et al., 2008 ; Zakzeski et al., 2010).

1.3.3.2.2. Les lignines analytiques

L'avantage de ces lignines analytiques est I'abondance des données structurales publiées dans
la littérature car elles servent de composés d'étude pour représenter la protolignine.
Cependant, ces composés ne sont pas disponibles dans le commerce et leur obtention
nécessite du matériel expérimental spécifique et saccompagne de trés faible productivité. Les
lignines analytiques sont extraites par des procédés lents et peu dénaturant (Jérémie, 2010).

1.3.3.2.3. Les lignines techniques

Les lignines techniques sont des préparations industrielles provenant de l'industrie du bois.
Elles sont donc disponibles commercialement en grandes quantités. Parmi les principales
lignines techniques, se distinguent les lignines Kraft, les lignosulfonates, les lignines
alcalines, les lignines organosolves et les lignines explosées a la vapeur (Saake & Lehnen,
2007).

1.3.3.3. Propriétés chimiques des lignines

Les lignines sont difficilement dégradées, tres résistantes a de nombreux agents chimiques et
biochimiques ; seules certaines bactéries et champignons, comme les Polyphores sont
capables d’assurer la lignolyse. Elles sont trés réactives parce qu’elles contiennent entre autres
des fonctions phénoliques et hydroxyles (Charlotte, 2005), et sont insolubles dans I'eau, les
acides et les solvants organiques communs du fait qu’elles constituent un réseau infini, mais
partiellement solubles dans les solutions alcalines. On peut dégrader la lignine grace a des
agents d'oxydation (Chanliaud, 1995 ; Charlotte, 2005), elles possedent la capacité de former
des liaisons covalentes (de type éther) avec 1’acide férulique. Cet acide férulique 1ié via des

liaisons covalentes de type esters aux hémicelluloses (Brett & Waldron, 1996).

1.3.3.4. ROle des lignines
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Les lignines replacent 1’eau et créent un environnement hydrophobe a I’intérieur du réseau
pariétal. De ce fait, la présence de lignines renforce les liaisons hydrogéene qui relient le réseau
cellulose-hémicellulose et entravent la pénétration d’enzymes ou d’autres molécules
nécessitant la présence d’eau (Brett & Waldron, 1996).

Les lignines consistent a colmater les espaces entre les microfibrilles et agissent comme
matiére de cimentation en conférant au bois sa résistance et sa compacité. Lorsqu'elles sont
extraites par le bisulfite en milieu acide, les lignines conduisent a des composés nommés
lignosulfonates, utilisés a I'échelle industrielle comme plastifiants ou complexants par
exemple. De maniére générale, les lignines sont aussi utilisees comme additifs dans des
matériaux adhésifs (Chanliaud, 1995). La lignine est induite par la plupart des stress biotiques
et abiotiques et joue un role important dans la résistance aux maladies et autres adversités
(Sederoff et al., 1994).

1.3.4. Les pectines

En 1825, Bracanot isole la molécule qu’il décrit comme responsable de la gélification. Elle fut
nommeée pectine, du grec pectos : rigide. Il s’agit en fait d’un groupe de polysaccharides
complexes présents dans la plupart des végetaux supérieurs. Les pectines sont situees dans la
paroi primaire (Ridley et al., 2001; Willats et al., 2001).

1.3.4.1. Structure des pectines

Sur le plan structural, les pectines sont des polysaccharides dont le squelette linéaire est
principalement constitué d'un enchainement d'unités d'acide o-D-galacturonique liées entre
elles par des liaisons o-(1-4), interrompu par la présence d'unités L-rhamnopyranose. Les
fonctions acides sont souvent estérifiées par des groupements méthyles ou salifiées par des
ions monovalents ou divalents tels que le potassium (K*), sodium (Na+) et le calcium (Ca®).
Cette esterification joue un r6le important sur les propriétés physico-chimiques des pectines,
notamment sur la formation de gels. D'autres glucides sont présents dans les pectines, comme
le B-D-galactose, le B-D-glucose, le B-L-arabinose, le B-D xylose et le a-D- fucose. Chaque
unit¢ rhamnose introduit dans la chaine un coude et confére donc a I’ensemble une
configuration en zig-zag. Des chaines latérales de natures diverses, arabinanes, galactanes et
arabinogalactanes sont aussi greffées sur le squelette rhamnogalacturonique, d'ou la grande
diversité de ces polymeres (fig. 24 et 25) (Ridley et al., 2001 ; Charlotte, 2005).
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1.3.4.2. Les différentes classes des pectines

Les pectines sont donc des polysaccharides qui ont en commun une forte teneur en acide
galacturonique et sont constituees par trois types de polysaccharides de structure différente

reliés entre eux par des liaisons covalentes. Ces polysaccharides sont :
1.3.4.2.1. Les homogalacturonanes (HG)

Ce sont des polymeres linéaires constitués de molécules d’acide a-D-galacturonique (GalA),

en conformation chaise, liées en o (1-4).
1.3.4.2.2. Les rhamnogalacturonanes | (RGI)

Ce sont des polymeres constitues par la répétition du motif [— 4)-a-D-GalA-(1—2)-a-L-Rha-

(1—7] auquel peuvent étre attachées des chaines de type arabinane et galactane.
1.3.4.2.3. Les rhamnogalacturonanes Il (RGII)

Ce sont des polymeéres plus proches des homogalacturonanes (HG) avec des chaines
complexes rattachées au motif GalA (Aurélie, 2007).
Les zones a taux élevé de sucres neutres sont appelées « zones chevelues », alors que les

zones constituées uniquement d’unités acide galacturonique sont dites «zone lisse » (May,

2000).
1.3.4.3. ROle des pectines

Les substances pectiques sont présentes dans des proportions variées dans la plupart des
végétaux supérieurs (environ 1% dans le bois) et jouent le réle de ciment intercellulaire. Elles
contribuent a la cohésion des tissus végétaux, un role structural important dans le maintien de
I’architecture cellulaire et participent également au métabolisme végétal, notamment au
niveau de I’expansion et de la défense cellulaire. Elles sont utilisées comme gélifiants dans

I'industrie agroalimentaire (Willats et al., 2001; Ridley et al., 2001).
1.3.5. Autres constituants

Les extractibles représentent géneralement moins de 10 % de la masse seche de la biomasse
lignocellulosique (Milne et al., 1992). Les substrats lignocellulosiques renferment également
des lipides (acides gras, triglycérides), des protéines (la paroi contient généralement entre 3 et
6 % de protéines, souvent sous forme de glycoprotéines, dont les extensines, les autres sont
des enzymes telles que la peroxydase ou diverses glycosidases), ainsi que des substances de

faible poids moléculaire, tels que les extraits et minéraux (essentiellement des éléments Na,

51



Données générales sur les plysaccharides

K, P, Cl, Si, Mg). Les substances hydrosolubles, extractibles par 1’eau ou les solvants
organiques polaires sont essentiellement les composés aromatiques et phénoliques comme les
tannins, les flavonoides, ainsi que des petites molécules telles que des sucres circulants, les
graisses, les cires et les terpénes constituent les principales substances extractibles par les
solvants apolaires. Les composés organiques comme les résines (colophane, essence de
térébenthine) (Phyllis, 2003; Charlotte, 2005 ; Vassilev et al., 2010).

I1. Les polysaccharides de réserve
11.1. L’amidon

Est la principale forme de réserve glucidique des végétaux. Il est présent dans tous les
végétaux et dans toutes les parties de la plante (Paris & Hurabielle, 1981). C’est une source
énergétique indispensable a l'alimentation (Bruneton, 1999). Il se présente sous forme de
graines arrondis ou discoides dispersés dans le cytosol et sans action sur la pression
osmotique (Guignard, 1996). A I'état natif, I'amidon existe sous la forme d'une structure
lentement organisée, c'est le grain d'amidon. La fraction glucidique est un mélange de deux
polymeres: I'amylose et I'amylopectine. La molécule de I'amylose se présente comme une
longue chaine non ramifiée comportant 60 a 6000 monomeres de glucose associes par des
liaisons a-(1—4). L'amylopectine, est une molécule ramifiée constituée de 6000 a 600.000

unités de glucose, reste I'un des plus gros polysaccharides connus (Guignard, 1996).
I1.2. Les fructanes

Les fructanes sont des polymeéres du fructose liés par une liaison g-(2—1) ou f-(2—6) a une
molécule de glucose terminal (Sims, 2003). Ritsema et Smeekens (2003) considérent que ce
sont des extenssions de saccharose. Ils sont assez fréquents chez les végétaux ou ils
s'accumulent surtout dans une dizaine de familles jusqu’a 15% durant la floraison. Il s’agit
des inulines chez les dicotylédones, principalement les Asteraceae, les Boraginaceae et les
Campanulaceae; ou des phléines et des fructanes chez les monocotylédones, en particulier les
Poaceae et les Liliaceae (Van den ende et al., 2004).

Ces polymeres se concentrent généralement dans les organes souterrains comme les racines,
les bulbes, les tubercules ou les rhizomes. Leur teneur et leur forme varient selon la plante, le
tissu, méme I'état physiologique et les conditions environnementales (Wack & Blaschek,
2006).
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11.3. La caroube

Ce polymere est formé par l'enchainement de p-D-mannoses liés en 1—4, avec des
branchements latéraux d'une seule unité d'a-D-galactose liée a-(I—6). Partiellement soluble
dans I'eau froide, la caroube se solubilise a chaud aux environ 80°C. Elle donne a froid des
solutions pseudoplastiques de grande viscosité supportant bien des variations importantes de
pH pouvant aller de 3 jusqu’a 11, et I'adjonction de sels minéraux. Les solutions de la caroube

forment des gels en présence de borate de sodium en milieu alcalin (Bruneton, 1999).
11.4. Le Guar

Le guar provient du simple broyage de I'albumen des graines de Cyamopsis tetragonolobus
(L.) de la famille des Fabaceae. 1l s’utilise en industries pharmaceutiques et agroalimentaires
(Bruneton, 1999). C'est un D-galacto-D-mannane formé par lI'enchainement de $-D-mannoses
liés en 1—4 avec des branchements latérauxcomportant une seule unité d'a-D-galactose liée
(1—6) (Bruneton, 1999; Cunha et al., 2007).

I11. Les exsudats et les mucilages

Les exsudats ou les gommes et les mucilages sont des classes de polysaccharides végétaux
tres proches et difficilement dissociables. Il est difficile de résoudre le probleme de savoir si
un exsudat de plante ou un extrait doit é&tre nommé gomme (collante) ou mucilage (visqueux,
gluant). Les exsudats provenant des surfaces d’arbres forment un groupe reconnaissable
appelé gommes (gommes dacacia, tragacanthe, karaya, ghatti,...). Le mucilage tend a
s’appliquer aux extraits provenant de graines ou aux substances qui coulent d’écorce ou de
tissus souples (feuilles, tiges, racine) comme dans le cas des espéces du Psyllium (Plantago)
(Boual, 2009).

I11.1. Exsudats (les gommes)

L’exsudat est un polysaccharide de type rhamnogalacturonane dont 1I’unité de base est formée
d’acide D-galacturonique lié¢ par I’hydroxyle en C-4 en alternance avec un résidu L-rhamnose
li¢ par I’hydroxyle en C-2. Leurs proportions dépendent du type et de I’origine de lagomme
(Cerf et al., 1990). Elle est infermentescible, non absorbée, non dégradée, non toxique. Elle
est indiquée dans le traitement symptomatique de la constipation. (WU et al., 2007).
S’€coulant naturellement ou provoqué par incision du tronc et des branches d’arbres (Paris &

Hurabielle, 1981).
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.Gomme de sterculia : la gomme de sterculia (Sterculia sp., Sterculiaceae) est 1’exsudat
visqueux naturel ou provoqué par incision du tronc et des branches de certaines especes du
genre Sterculia comme Sterculia foetida, Sterculia urens (Marvelys et al., 2006).

.Gomme arabique : la gomme arabique est I’exsudation gommeuse, durcie a ’air, s’écoulant
naturellement ou par incision du tronc et des branches d’Acacia senegal et d’autres espéces du
genre Acacia (Paris & Hurabielle, 1981).

.Gomme adragante : la gomme adragante est une exsudation gommeuse d’Astragalus
gummifer (Fabaceae), s'écoulant naturellement par incision du tronc et des branches. Elle
provient aussi de certaines especes d'Asie occidentale (Mohammadifar et al., 2006).
Contrairement a la gomme arabique, la gomme adragante renferme environ 3% d'amidon et 3
a 4% de substances minérales. La gomme brute est un mélange de deux polysaccharides :

-La tragacanthine (30- 40%) est neutre et soluble dans les solutions hydro-alcooliques. Elle
se solubilise dans I'eau en formant une solution colloidale.

- La bassorine (60-70 %) est acide et précipite en milieu éthanolique. Elle gonfle au contact
de I'eau pour former un gel.

.Gomme ghatti: la gomme ghatti est I'exsudat visqueux d'un arbre des foréts de I'Inde et du Sri
Lanka, Anogeissus latifolia (Combretaceae). C'est un polysaccharide complexe. Elle se

disperse dans I'eau en formant des solutions trés visqueuses (Bruneton,1999).
I11.2. Les mucilages
Plusieurs espéces fournissent les mucilages parmi lesquels on distingue ;

. Mucilages des Plantaginaceae : comme les mucilages des graines d'ispaghul (Plantago
ovata) et de psyllium (Plantago afra) qui sont des polysaccharides trés hydrophiles a
propriétés laxatives. Les feuilles de P. asiatica L. s’utilisent en pharmacopée chinoise comme
des expectorantes, des diurétiques et des antimicrobiennes (Singh, 2007).

. Mucilages d’ispaghul et psyllium : le tégument de la graine et la graine d'ispaghul, et la
graine de psyllium sont des laxatifs ayant un effet de lest (Singh, 2007).

. Mucilages de grand plantain (Plantago major L.): Samuelsen et al., (1998) ont
caractérises deux types de polysaccharides bioactives a partir feuille de P. major. L'un est de
type pectique, le second est un arabinogalactane.

. Mucilages des Malvales : les especes végeétales réparties dans les différentes familles qui
constituent l'ordre des Malvales renferment trés souvent des cellules ou des canaux

mucilagineux. La pharmacie et la phytothérapie utilisent trés couramment des Malvaceae
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comme la mauve (Malva sylvestris L.) et la guimauve (Althoea officinalis L.); des Tiliaceae

comme (tilleuls) (Bruneton, 1999).
IV. Intéréts des polysaccharides

Les polysaccharides constituent 1’une des familles les plus variées de biopolyméres et leurs
applications tant dans le domaine industriel que biologique sont innombrables (Delattre,
2005).

IVV.1. Dans le domaine industriel

Elles sont mises a profit dans 1’agro-alimentaire, 1’industrie pétroli¢re, la cosmétique, les
peintures, les adheésifs, les biomatériaux, etc. (Delattre, 2005). Leur biocompatibilité confere
a ce groupe de biomolécules de vastes possibilités dutilisation dans I'industrie,
particulierement dans l'industrie chimique, I'industrie pharmaceutique et médicale (Delattre,
2005).

Les polysaccharides pariétaux ont le potentiel d’€tre intégrés dans une grande variété
d’applications telles que la production de bioéthanol, de biopolymeres, de produits
alimentaires industriels et d’autres produits chimiques (bio-tensioactifs, épaississants,
émulsifiants, adhésifs, produits pharmaceutiques, etc.). La fabrication de pate a papier utilise
massivement le bois comme matiere premiere (Zeitoun, 2011). Les fibres courtes sont
utilisées pour des applications papetiéres, dans la fabrication de papier de qualité supérieure,
de papier pour cigarettes et pour billets de banque (Eva, 2010)

Les pectines forment un gel dans certaines conditions. Cette propriété leur donne un grand
intérét dans l'industrie alimentaire. Elles sont utilisées aussi comme ingrédient dans la
préparation des confitures, des marmelades et des gelées. Elles peuvent étre utilisées comme
stabilisateur d'émulsion. Elles sont également utilisées comme stabilisateur pour les acides
(des produits laitiers) (Belhamri, 2005). Les hémicelluloses peuvent étre utilisées comme
adhésif, épaississant, stabilisant, émulsifiant ainsi que dans la formation de films ont été
mentionnées (Fang et al., 1999, Spiridon & Popa, 2008). Des essais ont aussi été menés pour
les incorporer en tant qu’additif dans des peintures décoratives (Zeitoun, 2011).

Les lignines sont fortement recherchées dans les bois de chauffage, ayant un pouvoir
calorifique important. Au contraire, elles sont génantes pour la fabrication du papier,
responsables de sa coloration jaunatre aprés exposition au soleil [Web master 2].

L'adhésivité et le pouvoir épaississant des solutions de gomme font qu’elle est utilisée dans la

formulation de produits lactés frais ou congelés comme les crémes, les glaces, etc..., mais
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aussi dans des produits de boulangerie car comme le guar, elle gonfle la pate (Bruneton,
1999).

IV.2. Dans le domaine thérapeutique

Un intérét particulier est porté aux polysaccharides polyfonctionnels ayant une application
dans les domaines biomédicaux. De nombreuses études sont menées sur leurs propriétés
immunomodulatrices et immunostimulantes, mais aussi sur leurs activités anti-tumorales et
anti-virales, etc. (Delattre, 2005).

Les glucides ont un role énergétique car 40 a 50 % des calories apportées par I’alimentation
humaine sont des sucres, ils ont un role de réserve énergétique dans le foie et les muscles
(glycogene) (Touitou, 2005).

Les aliments contenant des fibres réduisent le risque de cancer colorectal, cela inclut I’avoine,
les fruits et Iégumes, les pates et le pain complet. Donc, il existe une corrélation entre les
aliments contenant des fibres et la réduction du risque de cancer. Apparemment, les fibres
aident a accélérer le transit intestinal (temps qu’il faut aux aliments pour traverser 1’appareil
digestif). Les glucides non raffinés sont a privilégier car ils contiennent davantage de fibres et
d’eau et ont une plus faible densité calorique [ Webmaster 3].

Les hémicelluloses ont des propriétés intéressantes sur le plan médical car elles présenteraient
une activité hypocholestérolimique (Zeitoun, 2011).

Les pectines sont utilisées comme agents antidiarrhée, pour la désintoxication, régulateurs et
protecteurs gastro-intestinaux (Belhamri, 2005). Elles s’utilisent lors des vomissements
habituels du nourrisson (Bruneton, 1999).

Le fructose joue un rdle important pour I’apport énergétique du cceur, indépendamment de

I’oxygénation [Web master 4].
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I. Matériel biologique

L’¢tude de I’activité biologique (Antibactérienne, antifongique et antioxydante) porte sur des
feuilles, fleurs et fruits de Crataegus monogyna Jacq. (fig. 26 et 27) évoluant dans le mont de
Tessala (Ouest Algérien). La collection des feuilles et fleurs a été effectuée en avril 2013 dans
une station située a une altitude : 850 m ; latitude Nord : 35° 16. 93" ; longitude Ouest : 0°46.
62"; exposition : Nord-Ouest., alors que la récolte des fruits a eu lieu en octobre 2013 dans la
méme station.

Ensuite les échantillons ont été bien séchés a I’obscurité dans un endroit sec et aérée, puis

réduits en poudre a I’aide d’un broyeur a coteaux.

Figure 26: Feuilles (a), fruits (b) et fleurs (c) de Crataegus monogyna Jacq.

(cliché Hamdaoui, 2016).

La quantification des polysaccharides pariétaux a porté seulement sur le péricarpe des fruits et
les feuilles.
Les essais de germination ont porté sur des graines récupérées apres sechage des fruits.
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Figure 27: Représentation du fruit de Crataegus monogyna Jacq.

Fruits secs (a), graines (b), amandes (c), téguments(d) (Cliché Hamdaoui, 2016).
Il. Méthodes d’étude
11.1. Détermination de la teneur en eau

La méthode utilisee est la dessiccation par évaporation. Nous avons procédé a la dessiccation
du matériel végétal a la température de 103°C + 2°C dans une étuve ventilée jusqu'a poids
constant. La teneur en eau est définie comme étant la perte de poids subit lors de la
dessiccation (Audigié et al., 1978).

La teneur en eau est calculée par la formule suivante : H% = (M1-M2)/ PE x 100.

Avec :

H% : teneur en eau.

M1 : poids de la capsule + échantillon avant dessiccation.

M2 : poids de la capsule + échantillon apres dessiccation.

PE : prise d’essai.

La matiére seche est obtenue comme suite : MS = 100 - H%.
I11.2. Détermination de la teneur en cendres totales

Elle consiste a un passage au four du matériel végétal a une température de 550 °C, jusqu'a
destruction totale de toute particule charbonneuse (Laurent, 1991). La teneur en matiere
organique est calculée par la formule suivante : MO% = (M1 - M2) / PE x 100.

MO % : matiere organique.

M1 : poids de la capsule et de I’échantillon avant calcination.
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M2 : poids de la capsule et de I’échantillon aprés calcination.
PE : prise d’essai.

La teneur en cendres est calculée comme suit : Cendres % =100 — MO.
11.3. Etude de ’activité antibactérienne et antifongique
11.3.1. Préparation des extraits

Des extraits aqueux, éthanoliques et méthanoliques ont été préparés a raison de 15 g de
poudre végétale (feuilles, fleurs, fruits) pour 100 ml d’eau distillée, éthanol et méthanol (fig.
28 et 29) (Sqalli, 2007).

A cet effet, I’extraction a été effectuée par une macération de la poudre végétale a I’ombre
pendant 24 heures dans 1’eau distillée (infusion), le méthanol absolu et 1’éthanol absolu.

Les différents extraits ont subi une filtration sous vide par une pompe a vide et un filtre
Buchner en verre fritté n° 5 pour les fleurs et les fruits et n°® 2 pour les feuilles.

Aprés filtration, le solvant est évaporé a sec et sous vide au rotavapeur a 45 °C. L’extrait est
ensuite repris dans 5 ml d’eau distillée.

Tous les extraits sont lyophilisés a I’aide d’un lyophilisateur de type CHRIST puis conservés

dans un endroit sec et a 1’abri de la lumiére afin de préparer les concentrations.

15 g de poudre végétale.

+

100 ml d’eau distillée.

Macération pendant 24 h.

v

Filtration sous vide.

v v

Extrait aqueux. Marc (partie solide).

Figure 28 : Schéma d’extractions a I’eau (infusion) (Sqalli, 2007).
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15 g de poudre vegétale.

+

100 ml d’éthanol ou méthanol.

Macération pendant 24 h.

\

Filtration sous vide.

Extrait éthanolique ou méthanolique. Marc (partie solide).

!

Evaporationl au rotavapeur.

l l

Extrait éthanolique Ethanol ou méthanol

ou méthanolique. Récuperé.

Figure 29: Schéma d’extraction a 1I’éthanol ou méthanol (Sqalli, 2007).

Dans cette partie, nous avons test¢ I’aptitude des extraits aqueux, éthanoliques et
méthanoliques des feuilles, fleurs et fruits de C. monogyna a inhiber la croissance des
bactéries et des champignons. Dans notre étude nous avons utilisé des souches pathogenes
référenciées (ATCC : Culture de Collection de Type American).

Trois souches bactériennes : Bacillus cereus (ATTC 10876), Echerichia coli (ATTC 25922)
et Proteus mirabilis (ATTC 35659) et deux souches fongiques : Candida albicans (ATTC
10231) et Aspergillus brasiliensis (ATTC 16404).

11.3.2. Méthodes d’étude de ’activité antibactérienne et antifongique

Pour les bactéries et les champignons, nous avons testé leur sensibilité par la méthode des
disques ou antibiogrammes standard (Joffin et Leyral, 2001). La méthode de diffusion en
milieu solide ou antibiogrammes standards sont les plus utilisées par les laboratoires de
diagnostic. Des disques de papier buvard, imprégnés d’antibiotiques ou d’extraits a tester,
sont disposés a la surface d’un milieu gélose, préalablement ensemencé avec une culture pure
des souches pathogenes. Apres incubation, les disques s’entourent de zones d’inhibition

circulaires correspondant a une absence de culture (Guérien & Carrot, 1999).

60



Matériel et méthodes

11.3.2.1. Pré-culture et préparation de ’inoculum

Avant I’utilisation, les cinq souches sont repiquées dans des tubes contenant chacun 10 ml de
milieu de culture incliné et stérile (Mueller Hinton pour les bactéries (Ericson & Sherris,
1971) et Sabouraud pour les champignons puis incubés pendant 24 heures pour avoir des
colonies plus jeunes, ensuite sont conservées a 5°C.

L’inoculum des champignons se prépare de la méme facon que celui des bactéries selon la
méthode photométrique d’Atwal (2003). A I’aide d’une anse de platine, nous raclons quelques
colonies bien isolées de chacune des souches bactériennes et fongiques, et qui vont étre mises
chacune dans un tube contient 10 ml de milieu de culture fraichement préparé et stérilisé.
Aprés incubation de 18 a 20 heures, nous prenons quelques gouttes de cette culture pour les
diluer dans de I’eau distillée stérile pour avoir une densité de 0,1.

La densité mesurée & 625 nm est équivalente & 1x10® cfu/ml (cfu: nombre de colonies
formant des unités), la suspension d’inoculum a été ensuite diluée & 1 /10 dans I’eau distillée a

une concentration finale de 1x10° cfu / ml.
11.3.2.2. Ensemencement

Dans 45 boites de Pétri stériles de 9 cm de diameétre (9 pour chaque souche), nous avons versé
20 ml de milieu de culture ; le Mueller Hinton pour les souches bactériennes et Sabouraud
pour les champignons. Aprés solidification du milieu, ce dernier est inoculé avec quatre

gouttes de suspension (10° cfu) des souches & étudier puis étalées en surface.
11.3.2.3. Dépdt des disques et incubation

A I’emploi, 25 mg de chaque extrait brut sont solubilisés dans un millilitre de diméthyle-
formamyde (DMF) (Elias et al., 1991). Des disques sphériques de papier filtre de 6 mm de
diamétre stérile sont imprégnés de différentes concentrations obtenues par une dilution
successive de 100 ul de la solution mere avec 200 pl, 400 ul, 600 pl, 800 ul, 1000 ul de
DMF. Ces dilutions correspondent respectivement aux concentrations suivantes : 25 pg/ul,
8,33 ug/ul, 5 pg/ul, 3,57 pg/ul, 2,77 pg/ul, 2,27 pg/ul. Les disques sont ensuite disposes de
facon réguliere (6 disques par boite de Pétri) a des distances réguliéres sur la surface du
milieu solidifi¢ avec un numéro d’identification apposé sur la face inferieure de la boite. Les
boites ont été incubées pendant 18 heures pour les souches bactériennes et 48 heurs pour les

souches fongiques dans une étuve a 37 °C.
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11.3.2.4. Sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques et des antifongiques

Le but de la réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un germe a un ou
plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement thérapeutique (Burnichon & Texier,
2003) ; de méme pour I’antifongigramme qui consiste a déterminer la sensibilité des mycétes
vis-a-vis d’un ou plusieurs antifongiques.

Dans notre travail, des disques imbibés d’antibiotiques standards, a savoir 1’ imipeneme (IPM)
et la Ceftazidime (CAZ) pour les souches bactériennes et d’antimycotiques qui sont le
Fungizone (Amphotéricine B) et Nystatine (Mycostatine) pour les souches fongiques. Les
disques sont ensuite disposés sur les milieux de culture préalablement ensemencés avec des
cultures pures de souches pathogenes testées puis incubées a 37 °C pendant 18 heures pour les
bactéries et 48 heures pour les champignons. Parallelement, un contréle négatif a été fait avec

le diméthyle-formamyde (DMF) sans extrait utilisé pour la solubilisation des extraits bruts.
11.3.2.5. Expression des résultats

La détermination de l’activité antifongique et antibactérienne a été faite en mesurant le
diamétre de la zone claire d’inhibition, qui est représentée par une auréole formée autour de

chaque disque ou aucune croissance n’est observée (Guérien & Carrot, 1999).
11.4. Evaluation de ’activité antioxydante (test au DPPH)

L’étude de ’activité antioxydante des extraits déja préparés a été également évaluée. Pour
déterminer I’activité antioxydante des extraits des feuilles, fruits et fleurs de C. monogyna, le
test du Diphényle picryl-hydrazyle (DPPH) a été utilisé selon le protocole decrit par Mansouri
et al. (2005). Le DPPH, radical libre de couleur violette, est réduit en un composé de couleur
jaune en présence de composés anti-radicalaires (Molyneux, 2004).

A I’emploi, nous mélangeons 50 pl de chaque concentration des différents extraits avec 1.95
ml d’une solution méthanolique de Diphényle picryl-hydrazyle (DPPH) de 2.4 mg/ 100ml. Le
mélange est incubé pendant 30 mn a ’obscurité. Ensuite les absorbances des différents
extraits sont déterminées a une longueur d’onde de 517 nm. Les résultats obtenus pour chaque
extrait testé sont comparés a ceux obtenus pour le Hydroxy toluéne butylé (BHT) pris comme
antioxydant standard.

Les concentrations des extraits dans le milieu réactionnel sont comprises entre 0 et 2 mg / ml
pour l’extrait aqueux, I’extrait éthanolique et I’extrait méthanolique, alors que la

concentration du standard (BHT) est comprise entre 0 et 50 pg / ml.
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Les six concentrations de chaque extrait sont obtenues par une dilution successive de 100 pl
de la solution mére avec 100 pl, 200 pl, 300 pl, 400 ul, 500 ul et 600ul du méthanol.

11.4.1. Expression des résultats

L’activité antiradicalaire ou antioxydante est estimée selon 1’équation suivante (Prakash et al.,
2007) :

% d’activité antiradicalire = [(Abs controle-Abs échantillon) / Abs controle] x100

La concentration d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du DPPH initiale de
50 % est notée (ICsp) et est calculée a partir de 1’équation donnée par la droite de régression

de chaque extrait.

I1.5. Extraction et quantification des polysaccharides pariétaux : cellulose, hémicelluloses

et pectines.

La quantification de la cellulose, des hémicelluloses et des pectines a été effectuée sur le
résidu pariétal du péricarpe du fruit et des feuilles de C. monogyna selon la méthode de
Chanda et al., (1950) modifiée par Harche et al. (1991) pour la cellulose et les hémicelluloses
et la méthode de Lamport (1970) et Thiboult (1980) in (Monties, 1980) pour les pectines.

11.5.1. Préparation du résidu pariétal

La préparation du résidu pariétal consiste a mettre sous agitation, pendant 14 heures et sous
hotte, 50 g de poudre végétale dans un mélange éthanol-toluene (1V-1V). Apreés filtration sur
toile a bliiter, le résidu pariétal est mis dans 1I’éthanol sous agitation pendant 2 heures pour
éliminer les traces de toluéne; il est ensuite rincé a I’eau distillée puis a I’acétone et enfin
séché a I’étuve a 60 °C pendant 24 heures. Le résidu obtenu contient les lignines, la cellulose,

les hémicellulose et les pectines.
11.5.2. Délignification du résidu pariétal

Avant d’extraire la cellulose et les hémicelluloses, le résidu pariétal est délignifié pour rompre
les liaisons lignines-polysaccharides et par conséquent extraire le maximum de
polysaccharides. A cet effet, 5g de résidu pariétal est mis sous agitation a 80 °C pendant 2
heures dans 100 ml d’éthanol a 70 % contenant 1g de soude (NaOH). Aprés filtration sur toile
a bliiter, le résidu et lavé a 1’eau distillée puis séché a 1’é¢tuve a 60 °C pendant 24 heures

(Gabrielli et al., 2000). Le résidu ainsi obtenu est délignifié.
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11.5.3. Extraction de la cellulose et des hémicelluloses

Pour I’extraction de la cellulose et des hémicelluloses, 5g de résidu pariétal délignifié sont mis
sous agitation pendant 14 heures dans un Erlen contenant 100 ml de soude (NaOH) a 4%.
Apres filtration sur toile a blter, cette opération est renouvelée sur le résidu pour récupérer le
maximum d’hémicelluloses. Le résidu obtenu est lavé avec 1’eau distillée puis a 1’acétone,
ensuite séché a I’é¢tuve a 60 °C pendant 14 heures et enfin pesé. Cette partie représente la
fraction cellulosique (Chanda et al., 1950).

Les deux filtrats obtenus sont neutralisés par 1’acide acétique pur, puis précipités dans
I’éthanol (1V-3V) pendant 14 heures. Aprés centrifugation a 3600 tr / min pendant 30
minutes, le culot est lavé par 1’eau distillée puis I’acétone, ensuite séché a 1’étuve a 60 °C

pendant 14 heures et enfin pesé. Cette partie représente la fraction hémicellulosique.
11.5.4. Extraction des pectines

L’extraction des pectines hautement méthylées (PHM) et les pectines faiblement méthylées
(PFM) est effectuée selon la technique de Thibault (1980) in Monties (1980).

Pour les pectines hautement méthylées (PHM), 5g de résidu sont introduits dans un Erlen
contenant 100 ml d’eau distillée et mis sous agitation pendant 14 heures, puis mis a ébullition
sous reflux deux fois deux heures. Apres filtration sur toile a bliter, le filtrat est concentré au
rotavapeur et précipité dans 1’acétone a froid (1V-2V) pendant 14 heures. Apres
centrifugation, le culot est lavé a I’eau distillée puis a I’alcool et mis a sécher dans I’étuve a
50 °C.

Pour les pectines faiblement méthylées (PFM), le résidu obtenu est traité avec 100 ml d’acide
éthyléne diamino-tétra-acétique (EDTA) a 1% a pH 6,5 ajusté avec une solution d’hydroxyde
de sodium (NaOH), puis mis sous agitation pendant 6 heures a une température de 80 °C.
Apres filtration, la solution obtenue est dialysée contre 1’eau courante pendant 14 heures, puis
contre 1’ecau distillée 4 fois 1 heure afin d’éliminer les traces d’EDTA en utilisant une
membrane de dialyse de type SPECTRA POR 6 MWCO 1000. Le dialysat est concentré au
rotavapeur. Les pectines faiblement méthylées sont récupérées par précipitation du volume de
dialysat restant dans 1’acétone a froid (1V- 2V) pendant 14 heures. Apres centrifugation, le

culot est lavé a I’eau distillée puis a 1’alcool et mis séché dans 1’étuve a 50 °C.
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11.6. Caractérisation des sucres des polysaccarides pariétaux par chromatographie sur

couche mince (CCM).

La chromatographie sur couche mince (CCM) est utilisée pour déterminer la composition
qualitative en oses polysaccharidiques pariétaux. Cette technique a été utilisée par Randerath
(1971). A cet effet, des chromatographies monodimensionnelles ont été effectuées sur des
plaques en gel de silice 60 G polygram (Merk) de 0.25 mm d’épaisseur.

Avant d’€tre analysés, les polysaccharides pariétaux ont subit deux types d’hydrolyse :
11.6.1. Hydrolyse acide partielle

Dans cette hydrolyse, les pectines et les hémicelluloses sont diluées par les acides, propriétés
qui les distinguent de la cellulose. La méthode utilisée est celle décrite par Harche et al.
(1991).

Pour la réalisation de cette hydrolyse, dans des tubes a vis contenant 100 mg de fraction
pectique ou hémicellulosique, nous ajoutons 2 ml d’H,SO4 a 1N. Ces tubes sont bien fermés
et placés pendant 4 heures au bain Marie a une température de 100°C.

Les hydrolysats sont filtrés trois fois sous vide sur filtre Buchner en verre fritté n °7. Le résidu
insoluble est rincé a 1’eau distillé puis éliminé. Les filtrats sont neutralisés par le carbonate de

strontium, puis gardés a une température de 0°C jusqu'a I’analyse.
11.6.2. Hydrolyse acide totale

La cellulose est hydrolysée par la technique de Harche et al. (1991). A cet effet, 10 mg de
cellulose et 1ml d’H,SO4 a 72%, sont placés dans des tubes a vis bien fermés pendent 2
heures a la température ambiante. Le volume est en ensuite complété avec 9 ml d’eau distillée
afin d’obtenir H2SO4 a IN, I’hydrolyse est poursuivie pendant 2 heures au bain Marie a
100°C.

Apres filtration sur verre fritté, le filtrat est neutralisé par le carbonate de strontium puis gardé
a une température de 0°C jusqu'a I’analyse.

Ensuite des solutions des sucres témoins ont été préparées a une concentration de 0.025g/ml
dans de I’eau distillée. 1l s’agit du D-Glucose, D-Galactose, D- Mannose, D-Arabinose, L-
Rhamnose, D- Sucrose et le D-xylose.

Le dépdt des échantillons s’effectue sur des reperes distants a 1’aide d’une seringue, qui
permet de déposer des gouttes qui ne dépassent pas 2 mm de diamétre.

Les témoins sont déposés dans les mémes conditions pour pouvoir identifier les échantillons.
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Apreés le séchage des chromatogrammes, la plaque est placée verticalement dans la cuve
contenant le solvant de migration : 60 ml d’acétate d’éthyle, 15 ml d’acide acétique, 15 ml de
méthanol et 10ml d’eau distillée.

La migration est arrétée au bout de 3 heures lorsque le front du solvant atteint une hauteur de
16 cm.

Aprées séchage a ’air libre, la position des oses est révélée par pulvérisation du révélateur qui
est ’aniline, diphénylamine (DPA), acide phosphorique (H3P04) a 85% dont la composition
est la suivante :

Solution A : 2 ml d’aniline dans 25 ml dans ’acétone.

Solution B : 2 g de DPA dans 25 ml dans 1’acétone.

A TI’emploi, nous mélangeons les deux solutions avec 10 ml d’acide phosphorique, apres

pulvérisation du révélateur la plaque est séchée a 100°C a I’étuve pendant 10 minutes.
11.6.3. Expression des résultats

Pour déterminer les oses contenus dans les feuilles et les fruits, nous avons calculé les
rapports frontaux (Rf) des spots; Rf =d /D, avec d: distance parcoure par le constituant
(centre de la tache) et D : distance parcoure par 1’éluant ; puis nous les avons comparé avec

ceux des sucres témoins (Villars, 1971 ; Ciulei, 1982).

11.7. Effet de quelques prétraitements physico-chimiques sur la physiologie de germination

des graines
11.7.1. Sélection des graines

Les graines destinées aux essais de germination ont été soumises au test de flottaison en vue
de sélectionner seules qui sont pleines et mdres. Les graines triées ont été désinfectées par
I’hypochlorite de sodium (12%) pendant 10 a 15 mn, rincées a I’eau distillée, puis séchées a
’air libre.
11.7.2. Prétraitement des graines et mise en germination
Les graines sélectionnées ont été réparties en quatre lots :

- Lot 1 (Ech 1): graines non scarifiées par I’acide sulfurique (98%).

- Lot 2 (Ech 2): graines scarifiées par 1’acide sulfurique pendant 30 mn.

- Lot 3 (Ech 3): graines scarifiées par 1’acide sulfurique pendant 60 mn.

- Lot 4 (Ech 4): graines scarifiées par I’acide sulfurique pendant 90 mn.
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Chacun de ces lots comporte 600 graines, réparties en six sous-lots de 100 graines chacun.
Chaque sous-lot a subi les prétraitements suivants en se référant a des travaux antérieurs
comme ceux de John (1982), Ethel et al. (1997) et Barbara (2002):

Pretraitement | : Stratification chaude a 20 °C pendant 4 semaines, suivie par une
stratification froide a 4°C pendant 10 semaines.

Prétraitement 1l : Stratification chaude a 25 °C pendant 4 semaines, suivie par une
stratification froide a 4°C pendant 10 semaines.

Pretraitement 111 : Stratification chaude & 30 °C pendant 4 semaines, suivie par une
stratification froide a 4°C pendant 10 semaines.

Prétraitement IV: Stratification alternée : chaude a 25 °C pendant 4 semaines, suivie par une
stratification froide a 4°C pendant 4 semaines, suivie par une stratification chaude a 25°C
pendant 4 semaines.

Pretraitement V : Stratification chaude a 25°C pendant 12 semaines, suivie par une
stratification froide a 4°C pendant 4 semaines.

Prétraitement VI : Stratification froide a 4°C pendant 16 semaines.

La stratification au froid est effectuée dans du sable humide, et la stratification chaude dans
une éetuve.

La germination des graines prétraitées a été testée dans une étuve de type Memmert, sous
deux régimes thermiques : 20°C et 25 °C. Les essais de germination ont été réalisés dans des
boites de pétri en verre de 90 mm de diametre, tapissées de papier filtre imbibé d’eau distillée.

Chaque essai de germination comporte cing répétition de 20 graines chacune.
11.7.3. Expression des résultats

Le suivi des essais de germination s’est étalé sur une période de 40 jours. Les graines germées
ont été dénombrées toutes les 72 h. Nous avons considéré comme critéere de germination, la
percée des téguments de la graine par la radicule.

Les résultats ont été exprimés par la capacité de germination (CG), le coefficient de vélocité
(CV) ou vitesse de germination et le temps de latence (TL) (Céme, 1970).

11.8. Traitement statistique des données.

Les teneurs moyennes des différents composés biochimiques dosés correspondent a des
moyennes évaluées sur cing échantillons, exprimées par la Moyenne + Déviation standard.
La comparaison des teneurs moyennes des teneurs en eau, matiere seche, cendres totales,

matiére organiques, rendement en extraits bruts, ICsq et polysaccharides pariétaux (Cellulose,
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Hémicellulose, Pectines hautement et faiblement méthylées) a été effectuée par ’analyse de la
variance a un seul facteur (comparaison de plusieurs moyennes) et par le test de Tukey
(comparaison des moyennes deux a deux) au seuil de 5 % en utilisant le logiciel statistique
XLSTAT 2014.

La comparaison des valeurs moyennes des parameétres de germination (CG, CV, TL) a été
effectuée par le test de 1’analyse de la variance a un seul facteur suivi par le test de Ficher

(comparaison des moyennes deux a deux) au seuil de 5 % en utilisant le logiciel sus-indique.
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Résultats et discussion

Ce chapitre englobe I’ensemble des résultats relatifs aux différentes parties traitées ainsi que

leurs discussions.
I. Teneurs en eau, matiere séche, cendres totales et matiere organique

Les teneures moyennes en eau, matiére seche, cendres totales et matiere organique

caractérisant les feuilles, fleurs et fruits de C. monogyna sont enregistrés dans le tableau n° 4.

Tableau 4 : Teneurs moyennes en eau, matiére séche, cendres totales et matiere organique
dans les feuilles, fleurs et fruits de C. monogyna

Teneur en %
Feuilles Fleurs Fruits ;Analy_se de
a variance

TE b, 52.93+021° | ,74.22+0.39% | ,51.21+0.25° +
MS b, 47.05+021% | .25.76+0.39° | ,50.45+1.21° +
CT .14.96+0.32° | 408.07+0.98°¢ | .21.33+0.712 +
MO ,85.03+0.82% | ,91.92+027% | ,78.66+0.64" +
Analy_se de + + +
la variance

TE : teneur en eau, MS : matiére seche, CT : cendres totales, MO : matiére organique.

+ : Différence significative au seuil de 5% (p < 0.05).

Les lettres différentes indiquent une différence significative entre les parametres analysés
dans le méme organe (lettres en bleu) et entre les organes pour un seul parametre (lettre en
noir) (test de Tukey; P < 0.05).

L’analyse statistique montre que la différence est significative (P < 0.05) entre les paramétres
analysés (teneur en eau, matiere seche, cendres totales et matiére organique) dans le méme
organe et entre les organes (feuilles, fleurs et fruits) pour chaque paramétre donné.

D’aprés le tableau n° 4, nous notons que 1’organe le plus riche en eau correspond aux fleurs
(74.22 £ 0,39 %), alors que des teneurs inférieures soit 52.93 + 0,21% et 51.21+ 0.25% sont
notées respectivement chez les feuilles et les fruits. Ces deux organes contiennent des teneurs
en maticre séche, d’environ 50 % ; alors que les fleurs renferment la quantité la plus faible en
matiére séche (25.76 + 0.39 %) et en cendres totales (8.07 + 0.98 %) par rapport au taux
appréciable de matiere organique (91.92 £ 0.27 %). Dans les feuilles et les fruits, sont notées
respectivement des teneurs de 14.96 £ 0.32 % et 21.33 + 0.71 % en cendres totales et 85.03 +
0.82 % et 78.66 + 0.64 % en matiére organique.

Dans d’autres travaux réalisés sur la méme espece, il a été relevé dans le péricarpe du fruit de

C. monogyna, des teneurs en eau supérieures a celles que nous avons obtenues, de 1’ordre de
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66.20 % (Mohammedi, 2006) et 72% (Couplan, 1998). Dans les fleurs, Mohand (2006) a
obtenu une teneur en eau de 10 %. Dans le péricarpe du fruit, Herrara (1984) & Bouzid
(2009) ont évalué des teneurs en cendres respectivement de 4.30 % et 7.25 %. Ces données
en eau et en cendres totales sont bien inférieures a celles qui ont été enregistrées dans nos
essais. Cette variation de la teneur en eau et en fraction minérale notées dans les différentes
études suscitées s’expliquent certainement par I’effet de 1’origine géographique de 1’espéce
étudiée, des facteurs écologiques (temperature, précipitation, le sol, etc.), de la saison de

prélévement ayant une certaine influence sur le développement de I’espéce étudice.
Il. Rendement des extraits

Les teneurs moyennes du rendement en extraits bruts des extraits aqueux, éthanoliques et
méthanolique des feuilles, fleurs et fruits de C. monogyna sont notées dans le tableau n° 05 et

représentées par la figure n° 30.

Tableau 05 : Rendement en g/ 15 g des différents extraits des feuilles, fruits et fleurs de C.

monogyna.
Rendement en g/ 159

Extrait Feuilles Fleurs Fruits /IAnaIy_se de

a variance
EA ,03.36+0.03% | ,02.76 £0.02° | ,02.64+0.01" +
EE ,01.11+0.02° | ,01.49+0.02%® | ,01.89 +0.09? +
EM .00.70+0.02% | .00.49+0.01° | .00.37+0.02" +
Analyse de + + +
la variance

EA : extrait aqueux, EE : extrait éthanolique, EM : extrait méthanolique. + : Différence

significative au seuil de 5% (p < 0.05).

Les lettres différentes indiquent une différence significative entre les différents extraits dans
le méme organe (lettres en bleu) et entre les organes pour la méme extrait (lettre en noir) (test
de Tukey; P <0.05).
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Figure 30 : Rendement en extraits bruts (en g/15g) des extraits éthanolique, méthanolique et
aqueux des feuilles, fleurs et fruits de C. monogyna.

EA : extrait aqueux, EE : extrait éthanolique, EM : extrait méthanolique. Fe: feuilles,

Fl: Fleures, Fr: fruits.

Les lettres différentes indiquent une différence significative entre les différents extraits dans
le méme organe (lettres en bleu) et entre les organes pour la méme extrait (lettre en noir) (test
de Tukey; P <0.05).

Les résultats illustrés dans le tableau n° 5 montrent que la différence entre les extraits aqueux,
éthanoliques et métanoliques est significative (P < 0.05) pour les feuilles, fleurs et fruits, ainsi
qu’entre les feuilles, fleurs et fruits pour chacun des extraits.

La teneur la plus élevée du rendement en extrait brut des extraits caracterise les extraits
agueux soit 3.36 + 0.03 ; 2.76 £ 0.02 et 2.64 + 0.01 g/15g respectivement dans les feuilles,
fleurs et fruits, suivie par les extraits éthanoliques environ 1.11 £ 0.02 pour les feuilles, 1.49 £
0.02 pour les fleurs et 1.89 + 0.09 g/15¢g pour les fruits, alors que les teneurs les plus faibles
sont enregistrées avec les extraits méthanoliques, soit 0.70 + 0.02, 0.49 + 0.01, 0.37+0.02 g /
15¢ respectivement dans les feuilles, fleurs et fruits.

Si nous comparons les trois organes, il ressort que les meilleurs rendements sont obtenus
avec les feuilles soit 3.36 + 0.03 g / 15g pour I’extrait aqueux et 0.70 + 0.02 g/15g pour
I’extrait méthanolique, et les fruits soit 1.89 + 0.09 g/15g obtenu avec 1’extrait éthanolique.
Donc la différence entre le rendement des organes étudiés dépend de la polarité de chaque
solvant utilisé et que 1’eau présente une capacité d’extraction élevée par apport aux solvants

organiques (éthanol et méthanol).
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I11. Tests biologiques

111.1. Evaluation de activité antibactérienne et antifongique

Les diameétres des zones d’inhibition induits par les différentes concentrations des extraits
méthanoliques, éthanoliques et aqueux préparés a partir des feuilles, fruits et fleurs de C.
monogyna sur la croissance des souches bactériennes et fongiques testées sont consignés dans
le tableau n° 06 et représentés par les figures n° 31, 32, 33 et 34. Les résultats relatifs aux
antibiogrammes, aux antifongigrammes et au diméthylformamide (DMF) sont notés sur
tableau n° 7 et représentés par les figures n° 35. Nous avons représenté la résistance par le

signe (—) dans le cas ou aucune zone d’inhibition n’a été détectée.
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et fongiques.

EXTRAIT METHANOLIQUE

Feuilles Fruits Fleurs
25 |833| 5 |[357[277]227| 25 |833| 5 [357[277]227| 25 [833| 5 |[357]277] 227
g /pl g /ul g /pl | pg /ul g /uljpg /ul|pg /ul|pg /ul|pg /pljug /ul|ug /ul | pg /pljpg /ul|ug /pl | pg /ul|pg /ul|pg /ul)pg /ul
E. coli 1100 - | 750 | - - [725]700]| - - - | 750|750 | - |825| - - - -
B. cereus 9.50 - - - - - - - - - - - - - - - - -
P. mirabilis 750 | - - - - [850|825| - - - - - - [16.00[1500| - | 850 8.00
C. albicans 8.75 | 9.25 |12.75|14.75|15.25 | 12.25 | 18.00 | 14.00 | 15.00 | 21.00 | 18.00 | 17.00 | 16.00 | 15.00 | 17.00 | 17.00 | 21.00 | 18.00
A.brasiliensis - - - - - - - - - - - - - - - - - -
EXTRAIT ETHANOLIQUE
Feuilles Fruits Fleurs
25 833 5 [357[277]227] 25 |833| 5 [357[277]227| 25 [833| 5 [357]277] 227
Mg /pl|pg /ul g /pl | pg /pl|pg /uljpg /pl|pg /ul|pg /ul|pg /pljug /ul|ug /ul | pg /pljpg /ul|pg /pl | pg /ul|pg /ul|pg /ul|pg /ul
E. coli - - - - - - [2100] - - - - - - - - - - -
B. cereus - - - - - - - - - - - - - - - - - -
P. mirabilis - - - - - - - - - - - - - - - [1250| - -
C. albicans - — 1950 [11.25] 9.50 [1050| 7.25 | - | 850 | - - |08.00|825 | - - - | 850 | 950
A.brasiliensis - - - - - - - - - - - - - - - - - -
EXTRAIT AQUEUX
Feuilles Fruits Fleurs
25 |833| 5 |[357[277]227| 25 |833| 5 [357|277]227| 25 [833| 5 |[357]|277] 227
Mg /pl|pg /ul g /pl | pg /pl|pg /uljpg /pl|pg /ul|pg /ul|pg /plpg /ul|ug /ul | pg /pljpg /ul|pg /pl | pg /ul|pg /ulpg /ul|pg /ul
E. coli - - - - - - - - - - - - - - - - - -
B. cereus - - - - - - - - - - - - - - - - - -
P.mirabilis - - - - - - - - - - - - 11050 - - - - -
C. albicans 800 | - |800]|800|750| - - - - |10.25| 8.66 |14.00{13.50| — |10.25| - - -
A.brasiliensis - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Tableau 06 : Diamétres de la zone d’inhibition (en mm) induits par les différentes concentrations en extraits testés sur les souches bactériennes
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Les résultats obtenus montrent que les différentes concentrations préparées a base des extraits
méthanoliques, éthanoliques et aqueux des feuilles, fruits et fleurs de C. monogyna ont agit de facon
différente sur la croissance des souches bactériennes et fongiques, en y induisant différents diameétres
d’inhibition sur la zone de croissance.

Les résultats représentés sur le tableau n° 06 montrent que Candida albicans est la souche fongique la
plus sensible aux extraits de tous les organes avec une forte inhibition induite par les extraits
méthanoliques et ce quelle que soit la concentration de I’extrait. Une capacité inhibitrice tres efficace est
enregistrée avec 1’extrait méthanolique des fleurs et des fruits, se traduisant par une zone d’inhibition de
21 mm de diameétre avec la concentration de 2.77 pg /ul pour les fleurs et 3.57 g /ul pour les fruits ;
alors qu’une capacité inhibitrice non négligeable est obtenue avec une concentration de 2.77 ug /ul pour
I’extrait méthanolique des feuilles soit 15,25 mm de diamétre.

Les extraits éthanoliques des feuilles, fruits et fleurs exercent également une capacité inhibitrice sur la
croissance de C. albicans en y induisant un diamétre maximum de 11.25 mm obtenu avec une
concentration de 3.57ug /ul pour I’extrait des feuilles, 8.5 mm avec 5 pg/ul pour I’extrait des fruits et un
diamétre d’inhibition de 9.5 mm obtenu avec la concentration 2.27 pg/ul pour I’extrait des fleurs.

Les extraits aqueux des feuilles, fruits et fleurs exercent aussi un effet inhibiteur important sur la
croissance de C. albicans en enregistrant des diamétres d’inhibition respectivement de 8 mm a 25 ug/
pl, 14 mma 2.27 pg / pul et 13.50 mm a 25 pg / pl.

La solution mére est un extrait brut qui a une capacité d’inhiber les molécules bioactives, mais la
méthode de dilution que nous avons utilisée permet de séparer ces molécules qui deviennent plus actives
sur la croissance des souches pathogénes. Ceci étant, nous pouvons admettre que dans ce travail, le
méthanol permet d’extraire les molécules bioactives dans les organes étudiés de C. monogyna, ayant un
pouvoir inhibiteur sur la croissance de C. albicans et qui sont mieux représentées dans les fruits et les
fleurs, et moyennement dans les feuilles. Par contre, il semble que 1’éthanol et 1’eau ne permettent pas
d’extraire ces molécules bioactives sur cette souche dans les feuilles et les fruits vu leur faible pouvoir
inhibiteur. Entre autre, la solubilité des composés phénoliques est affectée par la polarité du solvant
utilisé. Par conséquent, il est tres difficile de développer un procédé d'extraction approprié a lI'extraction
de tous les composés phénoliques de la plante (Garcia, 2010; Joki¢ et al., 2010). L’addition de I’eau aux
solvants organiques augmente la solubilité des polyphénols (Sripad et al., 1982) par modulation de la

polarité du solvant organique (Mohammedi & Atik., 2011).
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EMFI

Candida albicans (ATTC 10231)

Figure 31 : Capacité inhibitrice des extraits méthanoliques, éthanoliques et aqueux des feuilles, fruits et
fleurs de C. monogyna sur Candida albicans (ATTC 10231).

EM: extrait méthanolique, EE: extrait éthanolique, EI: extrait aqueux (infusé), FE: feuilles FR: fruits,

FL: fleurs.

Les cercles autour des disques indiquent les zones d’inhibition induites par les concentrations des

extraits sur la souche pathogéne.

Proteus mirabilis est trés sensible a 1’extrait méthanolique des fleurs. Ce dernier a induit sur cette

souche un diamétre d’inhibition maximal de 16 mm obtenu avec la concentration de 8.33 ug /ul. Cette
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sensibilité a été également détectée vis-a-vis de 1’extrait éthanolique (3.57 pg /ul) et de I’extrait aqueux
(25 pg /ul) des fleurs qui ont engendré sur la souche suscitée une zone d’inhibition avec des diamétres
respectivement de 12.5 mm et 10.5 mm. Cependant 1’extrait méthanolique des feuilles et des fruits y
présente une faible capacité inhibitrice dans le mesure ou qu’une seule zone d’inhibition de 8.25 mm a
été obtenue avec la solution mere (25 pg /ul) pour ’extrait des fruits et deux zones d’inhibition 7.5 mm
et 8.5 mm ont été détectées respectivement avec les concentrations 25 pg /ul et 2.27 pg /ul pour I’extrait

des feuilles.

EMFe EM Fr EMFI1

EE Fl EA Fl

Proteus mirabilis (ATTC 35659)

Figure 32 : Capacite inhibitrice des extraits méthanoliques, éthanoliques et aqueux des feuilles, fruits et

fleures de C. monogyna sur Proteus mirabilis (ATTC 35659).

EM : extrait méthanolique, EE: extrait éthanolique, EI: extrait aqueux (infusé), FE: feuilles FR: fruits,
FL: fleurs.

Les cercles autour des disques indiquent les zones d’inhibition induites par les concentrations des
extraits sur la souche pathogene.

En ce qui concerne Escherichia coli, cette souche est tres sensible au extrait éthanolique des fruits qui a
engendré un diamétre d’inhibition de 21 mm a 25 pg/ul; moyennement sensible aux extraits

méthanoliques des trois organes. En effet, les extraits méthanoliques des feuilles et des fleurs a 25 pg/ul
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et 8.33 pg/ul agissent sur la croissance de cette souche en entrainant la formation des diametres

d’inhibition respectivement de 11mm et 8.25 mm. L’extrait méthanolique des fruits a 2.77 pg / pl et

2.27 pg /ul a induit qu’une zone d’inhibition de 7.5 mm de diamétre.

EMFe

EMF1

EM Fr

Escherichia coli (ATTC 25922)

Figure 33: Capacité inhibitrice des extraits méthanoliques des feuilles, fruits et fleurs et d’extrait

éthanolique des fruits de C. monogyna sur Escherichia coli (ATTC 25922).

EM : extrait méthanolique, EE:extrait ethanolique, FE: feuilles FR: fruits, FL: fleurs.

Les cercles autour des disques indiquent les zones d’inhibition induites par les concentrations des

extraits sur la souche pathogéne.

Pour la souche Bacillus cereus, aucune zone d’inhibition de croissance n’a été constatée autour des

disques, a I’exception de la concentration mére de I’extrait méthanolique des feuilles (25 pg/ul), qui a

agit sur la croissance de cette souche bactérienne par la formation d’une zone d’inhibition de 9,5 mm de
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diamétre. Ces constatations dénotent la résistance de cette souche bactérienne vis-a-vis des extraits
testés. Cette résistance est due a la différence de la structure de la paroi cellulaire entre les bactéries
Gram (+) et les bactéries Gram (—). En effet, la paroi des bactéries a Gram positif mesure de 20 a 80
nm d'épaisseur et présente un aspect assez homogeéne, elle est composée essentiellement de
peptidoglycane associé a des carbohydrates dont les plus connus sont les acides teichoiques
(représentant alors jusqu'a 50% du poids sec de la paroi) et en acide diaminopimélique. Cependant, pour
les bactéries Gram négatif, la paroi est moins epaisse que celle des bactéries a Gram positif (6 a 15 nm)
et surtout beaucoup plus complexe et riche en lipides. En plus du peptidoglycane, on y trouve : une
membrane externe, riche en lipopolysaccharides et un espace périplasmique (Ali-Shtayeh et al., 1998).

EMFe

Bacillus cereus (ATTC 10876)

Figure 34 : Capacité inhibitrice de I’extrait méthanolique des feuilles sur Bacillus cereus ATTC
(10876).

EM Fe: extrait méthanolique des feuilles.

Le cercle autour de disque indique la zone d’inhibition induite par la concentration mere de [’extrait
méthanolique sur la souche pathogéne.

Les extraits aqueux et organiques des feuilles, fruits et fleurs de C. monogyna se sont révéles inefficaces
sur Aspergillus brasiliensis, dans la mesure ou aucune activité inhibitrice n’a été décelée. Ceci pourrait
étre expliqué par I’absence dans ces extraits de substances a activité antifongique comme les alcaloides

(Bruneton, 1993).
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Les résultats de la sensibilité des souches bactériennes et fongiques aux antibiotiques et aux

antimycotiques standards sont notés dans le tableau n° 07.

Tableau 07 : Résultats de 1’antibiogramme et de 1’antifongigramme sur la croissance des souches

bactériennes et fongiques.

Diamétre des zones d’inhibition de croissance en mm
Les souches Antibiotiques et antimycotiques standards DMEF
Proteus mirabilis ATTC (35659) CAZ (30) 35
Bactérie a Gram négatif (-) IPM (10) 24 R
Escherichia coli ATTC (25922) CAZ (30) R
Bactérie a Gram négatif (-) IPM (10) 46 R
Bacillus cereus ATTC (10876) CAZ (30) R
Bactérie & Gram positif (+) IPM (10) 23 R
Candida albicans ATTC (10231) Fungizone 10% (Amphotéricine B) 17 R
Aspergillus brasiliensis ATTC (16404) Nystatine (30pg) (Mycostatine) 19 R

CAZ (30) : Ceftazidime, IPM (10) : Imipéneme, R : résistante, DMF: Diméthylformamide.

Comparativement aux antibiotiques et aux antimycotiques standards, 1’activité inhibitrice des extraits
aqueux et organiques des feuilles, fruits et fleurs de C. monogyna reste trés faible.

L’Imipénéme [IPM (10)] agit sur la croissance des souches bactériennes par la formation de zones
d’inhibition avec des diametres de I’ordre 24 mm, 23 mm et 46 mm respectivement sur Proteus
mirabilis, Bacillus cereus et Escherichia coli. Un diametre de 35 mm est obtenu avec le Ceftazidime
[CAZ (30)] sur Proteus mirabilis. Le solvant diméthylformamide (DMF) utilisé pour dissoudre les
extraits bruts, n’a aucune activité inhibitrice sur les souches testées.

Conformément a nos résultats et a titre d’exemples, les extraits méthanoliques des feuilles, fruits et
fleurs et I’extrait éthanolique des fruits a certaines concentrations, ont inhibé la croissance d’Escherichia
coli, alors cette souche résiste a la Ceftazidime CAZ (30). Aussi I’extrait méthanolique des feuilles
exerce un pouvoir inhibiteur (9.5 mm a 25 pg/ul) sur la souche Bacillus cereus, alors que celle-ci s’est
révélé résistance au méme antibiotique standard. Ces observations reflétent 1’importance de 1’activité

antibactérienne de ces extraits.
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Nous constatons aussi que les extraits méthanoliques des fruits et des fleurs, donnent des capacités
inhibitrices variant entre 14 mm et 21 mm sur Candida albicans (ATTC 10231), ou certaines zones
d’inhibition sont plus importantes a celles obtenues avec 1’antibiotique standard utilisé (Fungizone).

Cependant, nos extraits exercent une activité antibactérienne et antifongique importante sur les souches
étudiées, dans la mesure ou ils ne sont pas des produits purs comme les produits antibiotiques ou
antimycotiques standards commercialisés mais des extraits bruts c'est-a-dire un mélange des substance

bioactives (Sanogo et al., 2006).

Escherichia coli (ATTC 25922) PN Bacillus cereus (ATTC 10876)

Figure 35 : Capacité inhibitrice des antibiotiques et antimycotiques standards

Imipénéme : IPM (10) ; Ceftazidime : CAZ (30) et Fungizone sur les différents souches étudiées.
Les cercles autour des disques indiquent les zones d’inhibition induites par les antibiotiques et les
antimycotiques standards sur les souches pathogenes.

Des travaux antérieurs ont montré que les extraits flavoniques de C. monogyna inhibent la croissance de
Candida albicans (ATTC 10231) en enregistrant des zones d’inhibition avec un diamétre moyen de
10.83 mm, alors que E. coli ATCC (25922) est résistante a cet extrait (Mohammedi, 2006).

Dans les travaux de Bouzid (2009) est signalé que I’extrait aqueux (EAq) avec une concentration de

1g/ml, I’extrait méthanolique (EMe), I’extrait déchlorométhane (EDm) et I’extrait éther de pétrole (EEp)
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des fruits de C. monogyna n’exercent aucune activité antibactérienne sur Escherichia coli (ATCC
25922) et aucune activité antifongique sur Candida albicans.

Par ailleurs, Danijela et al. (2012) ont noté que ’extrait éthanolique des fruits frais de C. oxyacantha L.
évoluant en Serbie, n’exerce aucune activité sur Aspergillus niger ATCC (16404) a une concentration de
10 mg/ml et sur Bacillus subtilis (ATCC 6633). Cependant, le méme extrait
induit des zones d’inhibition de 13 mm et 20 mm de diametre qui ont été mises en évidence aux
concentrations respectives de 20ul et 50ul sur Candida albicans. Aussi, il a été détecté sur Escherichia
coli, des zones d’inhibition de 12 mm a 20 pl et 22 mm a 50 pul. Les résultats obtenus montrent que nos
extraits présentent un pouvoir antibactérien et antifongique comparable et parfois plus important a celui
noté dans certains travaux Mohammedi (2006) et Bouzid (2009).

La confrontation des ces observations avec les ndétres, permet de faire ressortir que les extraits
méthanoliques des feuilles, fruits et fleurs de C. monogyna ont un pouvoir inhibiteur trés important.
Ceci n’est pas le cas pour les extraits éthanoliques ou ce pouvoir reste moyen et faible pour les extraits
aqueux. Ce pouvoir inhibiteur pourrait s’expliquer par la présence dans les extraits suscités, selon leur
polarité, de substances polyphénoliques bioactives (Wang et al., 2008). Dans ce contexte, Hamdaoui et
al. (2015) ont montré que 1’extrait méthanolique des feuilles, fruits et fleurs de C. monogyna sont tres
riches en polyphénols, en phénols totaux et en flavonoides.

Le mécanisme de [’effet antimicrobien des polyphénols est sans doute trés complexe. Parmi les
hypothéses avancées, nous pouvons citer I’inhibition des enzymes extracellulaires microbiens, la
séquestration du substrat nécessaire a la croissance microbienne, la chélatation des métaux tels que le fer
ou I’inhibition du métabolisme microbien (Milane, 2004).

D’apres les résultats obtenus, nous remarquons que indépendamment de la nature de 1’extrait ou de sa
concentration, les bactéries a Gram (—) telles que Proteus mirabilis (ATCC 35659) et Escherichia coli
ATCC (25922) possedent une forte résistance. Cette résistance n’est pas surprenante, elle est en relation
avec la nature de leurs membranes externes (imperméables a la plupart des agents biocides) (Faucher &
Avril, 2002).

Les résultats auxquels nous avons aboutis confirment I’importance de la méthode de dilution des extraits
qui réside dans la séparation des molécules bioactives qui peuvent étre masquées par d’autres molécules
inactives ; ceci s’est traduit par la formation de zones d’inhibition trés importantes, induites par les
différentes dilutions de la solution mére. Cependant, il serait intéressant d’établir des tests antibactériens
et antifongiques avec la méthode de fractionnement des extraits afin d’avoir des résultats plus efficaces
et plus objectifs. En effet, selon Klervi (2005) & Cavin (2007), dans ce genre d’investigation, il faudrait
pousser plus loin les tests relatifs aux activités antibactériennes, en testant d’une part les extraits sur

d’autres souches et d’autre part en fractionnant les extraits car il y aurait dans les extraits non
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fractionnés des composés inhibiteurs masquant les composés actifs. L’efficacité d’un extrait dépend de
sa concentration, de la plante de laquelle est issu et de la souche testée (Klervi, 2005), ce qui explique
que I’activité antibactérienne et antimycotique peut varier d’une plante a une autre et d’un germe a autre
(Yameogo, 2003). Selon Diallo (2005), I’extraction des principes actifs par un solvant comme le
dichlorométhane augmente I’activité antibactérienne.

Des études antérieures ont montré que les produits présents dans la plante peuvent étre soit actifs sans
étre métabolisés et auront ainsi une activité in vitro et in vivo, soit actifs apres métabolisation et dans ce
cas, ils seront inactifs in vitro et actifs in vivo. Les produits entrant dans cette deuxiéme catégorie sont
des prodrogues ; ils sont nombreux chez les végétaux notamment dans le groupe des hétérosides
(Balansard, 1983). Méme les solvants de solubilisation tels que le DMF ou le DMSO sont utilisés
couramment dans les tests in vitro. On utilise toujours une dose de solvant qui est sans influence sur le
développement de la bactérie ou des champignons. Néanmoins, il est toujours possible que I'ajout de
DMF ou de DMSO a un extrait végétal diminue son activité intrinséque de telle maniere que dans ce cas
le résultat n'a qu'une valeur relative (Elias et al., 1991).

Nos résultats sont difficilement comparables avec ceux de la bibliographie étant donné que les

méthodes utilisées sont différentes, le choix du protocole d’extraction et plus particulierement celui du
solvant est trés important. En effet, selon la polarité du solvant, les composés extraits ne sont pas les
mémes. A cet effet, pour avoir des résultats plus fiables et plus précis sur 1’activité antimicrobienne chez
C. monogyna, il est souhaitable d’utiliser d’autres protocoles et d’autres solvants. Cependant la méthode

de dilution reste faible par rapport a la méthode de fractionnement.
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111.2. Evaluation du pouvoir antioxydant

Les teneurs moyennes de 1’ICsy (en pg/ml) des extraits aqueux, éthanoliques et méthanoliques des

feuilles, fruits et fleurs de C. monogyna., sont enregistrées dans le tableau n° 08.

Tableau 08: ICso moyen en pg/ml des différents extraits des feuilles, fruits et fleurs de C. monogyna.

ICs0 en pg/ml

Extrait Feuilles Fleurs Fruits Analyse de

la variance
EA ,1229,41 +51,50° | ,996,62 +11,35° | , 2405, 50 + 59, 20 +
EE ,110,01+0,76° | ;373,96 +41,51° | , 797,88 + 29, 45° +
EM »b196,70+13,96°% | .96,89+19,40% | 129,61 +08,13° -
Analyse de + + +
la variance

ICso du BHT =4,47 £0,12.

EA : Extrait aqueux, EE : Extrait éthanolique, EM : Extrait méthanolique.

+ : Différence significative au seuil de 5% (P < 0.05). —: Différence nom significative au seuil de 5 %
(P >0.05).

Les lettres différentes indiquent une différence significative entre les extraits pour le méme organe
(lettres en bleu) et entre les organes pour la méme extrait (lettres en noire) (test de Tukey ; P < 0.05).
L’analyse de la variance de 1’ICsp a fait ressortir que la différence est significative entre les différents
extraits aqueux, éthanoliques et méthanoliques des feuilles, fleurs et fruits ainsi qu’entre les feuilles,
fleurs et fruits pour les extraits aqueux et éthanoliques (P < 0.05), et non significative pour les extraits
méthanoliques (P > 0.05) .

La comparaison des extraits selon leurs activités antioxydantes a fait ressortir que les extraits
méthanoliques sont les plus efficaces pour les trois organes avec une ICsy égale a 196.70 70 ug/ml
pour les feuilles, 96.89 + 19.40 pg/ml pour les fleurs et 129.61+ 8.13 pg/ml pour les fruits. Nous notons
aussi que les extraits méthanoliques ont une activité antiradicalaire tres importante soit 92.34 %, 91.99

% et 86.39 % obtenue chez les feuilles, fruits et fleurs respectivement (fig. 36).
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Figure
36 : Profils de I’activité antiradicalaire des extraits méthanoliques des feuilles, fruits et fleurs de

Crataegus monogyna.

Les extraits éthanoliques présentent une activité antioxydante moyenne avec des ICsy de I’ordre 110.01+
0.76; 373.96 + 41.51 et 797.88 £ 29.45 pg/ml respectivement avec les feuilles, fleurs et fruits.
L’activité antiradicalaire enregistrée avec les extraits éthanoliques est aussi trés importante soit 97.02 %

pour les feuilles, 87.89 % pour les fruits et 86.23 % pour les fleurs (fig. 37).
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Figure 37:
Profils de I’activité antiradicalaire des extraits éthanoliques des feuilles, fruits et fleurs de Crataegus

monogyna.

Les extraits aqueux des trois organes manifestent une faible activité antioxydante, soit 1229.41+ 51.50
pg/ml pour les feuilles, 996.62 + 11. 35 pg/ml pour les fleurs et 2405.50 £+ 59.20 pg/ml pour les fruits, et
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une faible activité antiradicalaire avec les fruits soit 41.15%, alors que celle obtenue avec les feuilles et

les fleurs est treés importante soit 80.27% pour les feuilles, 80.03% pour les fleurs (fig. 38).
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Figure
38 : Profils de I’activité antiradicalaire des extraits aqueux des feuilles, fruits et fleurs de Crataegus
monogyna.
En paralléle, nous avons utilisé le hydroxy-toluene-butylé (BHT) comme antioxydant standard, ayant
une activité antiradicalaire intéressante soit 90 % (fig. 39) avec une IC50 de I’ordre de 4.47pug/ml. En
comparaison avec le BHT, tous nos extraits s’avérent moins actifs, dans la mesure ou ils ne sont pas des

produits purs mais des extraits bruts (Sanogo et al., 2006).
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Figure 39: Profils de ’activité antiradicalaire du Hydroxy Toluéne Butylé¢ (BHT).
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Stankovic et al. (2012) montrent que 1’extrait analysé est un mélange de plusieurs composés par rapport
au standard utilisé pour la comparaison. En effet, cette propriété antioxydante est en relation directe
avec la structure chimique de ses molécules (Cosio et al., 2006).

Les résultats obtenus montrent que les fleurs ont une activité antioxydante plus importante que celle des
feuilles et des fruits avec une 1Csy égale 96.89 + 19.40 pg/ml obtenu avec 1’extrait méthanolique, suivie
par les feuilles avec une 1Csy égale 110.01+ 0.76 ug/ml obtenu avec 1’extrait éthanolique et finalement
par les fruits avec une 1Csg égale 129.61+ 8.13 pg/ml obtenu avec 1’extrait méthanolique.

Globalement, il ressort que pour les feuilles, fruits et fleurs de C. monogyna, les extraits éthanoliques et
méthanoliques ont une capacité tres élevée pour capter les radicaux libres par rapport aux extraits
aqueux. La différence entre 1’activit¢ antiradicalaire des extraits s’explique par la différence de la
polarité des solvants utilisés. Il est a noter que suite au test de DPPH, le méthanol s’est révélé le solvant
le plus efficace pour extraire les substances bioactives qui sont capables de capter les radicaux libres
présents dans les feuilles, fruits et fleurs de C. monogyna.

L’activité antiradicalaire des extraits aqueux, éthanoliques et méthanoliques est probablement liée a leur
contenu en polypheénols, en flavonoides et en tannins. Hamdaoui et al. (2015) montrent que les extraits
méthanoliques des feuilles, fleurs et fruits de C. monogyna, contiennent respectivement 34.82 + 0.63,
25.72 £ 0.14 et 16.62 + 0.23 mg EAG/g de phénols totaux ; 17.79 + 0.55, 5.07 £ 0.10 et 3.72 + 0.34 mg
EC /g de flavonoides ; 1.21 £ 0.01, 0.59 £ 0.03 et 0.25 = 0.01% de tannins.

Les travaux antérieurs montrent aussi que dans les feuilles de C. monogyna existent des substances
polyphénoliques de plusieurs types : hétérosides du quercétol, rhamnosides, polymeres flavanniques,
oligoméres procyanidines, acide chlorogenique et acide caféique (Bruneton, 1993 ; Fong & bouman,
2002 ; Mohand, 2006). Alors que dans les fleurs, se trouvent les mémes substances avec en
plus I’orientine, des saponaires, di-C-hétérosides de I’apigénol, proanthocyanodols, 1’épicatéchol, des
acide phenoliques (acide crataegolique, acide ursolique, acide oléanolique) et des béta- sitostérols. Par
ailleurs, dans les fruits existent des leuco-anthocyanidines et des procyanidines (Mohand, 2006). Ces
composés phénoliques semblent étre les substances responsables des activités antioxydantes chez cette
espece du fait de la présence de nombreux hydroxyles pouvant réagir avec les radicaux libres (Klervi,
2005 ; Panovska, 2005 ; Sokol, 2007). De nombreuses études ont établi des relations entre les structures
chimiques des flavonoides et leurs capacités antioxydantes ; ’activité de ces molécules a piéger les
radicaux libres dépend essentiellement de leurs structures. Les flavonoides les plus actifs sont ceux qui
renferment des groupements 3’- 4’ dihydroxy sur le cycle B et/ou un groupement 3 OH sur le cycle C
(Amic et al., 2003 ; Marfak, 2003 ; Sokol, 2007).

Si nous comparons nos résultats avec d’autres travaux effectués sur les fruits de C. monogyna, une ICs

égale 331.85 + 1.52 ug/ml de I’extrait méthanolique est enregistrée par Bouzid (2009), valeur supérieure

86



Résultats et discussion

a celle que nous avons obtenue, soit 129.61+ 8.13 pg/ml. Par contre, dans nos essais, une valeur de
2405,50 £ 59,20 pg/ml a été obtenue avec l’extrait aqueux. Cette valeur est supérieure a celle
enregistrée par Bouzid (2009), soit 800 * 1.52 pg/ml. Selon Maataoui (2006), la capacité antioxydante
des fruits de couleur pourpre semble étre plus élevée que celle des fruits de couleur jaune orangé. Ceci
dénote que les anthocyanes et certains flavonoides participant a la coloration des fruits mdrs ont un
pouvoir sur les propriétés antioxydantes (Dubois et al., 1977). Les flavonoides sont des pigments quasi
universels des vegétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs et des fruits. lls existent le plus
souvent a 1’état naturel sous forme d’hétérosides (Fiorucci, 2006).

Yoo et al. (2008) notent dans I’extrait éthanolique des feuilles de C. pinnatifida une forte activité
antiradicalaire égale a 84.5%. Cette valeur est comparable a celle obtenue a partir de D’extrait
éthanolique des feuilles de C. monogyna, soit 97.2%.

Les solvants, les protocoles, la durée de conservation des échantillons et la température pourraient
expliquer les différences constatées entre nos résultats et ceux de la bibliographie (Klervi, 2005 ; Sokol,
2007).

Les résultats obtenus montrent que les feuilles, fleurs et fruits de C. monogyna renferment des
substances bioactives ayant une capacité tres importante a capter les radicaux libres. Cette capacité varie
en fonction du solvant utilisé et de 1’organe analysé.

La teneur moyenne la plus élevée du rendement en extrait brut (lyophilisat) est obtenue avec les extraits
aqueux, suivi par les extraits éthanoliques et les extraits méthanoliques.

Les extraits méthanoliques présentent 1’activité antioxdante la plus efficace. Cette activité¢ dépend de la
richesse des organes étudiés en composés polyphénoliques, essentiellement les phénols totaux, les
flavonoides, les proanthocyanidines et les procyanidines ainsi de la capacité de chaque solvant d’extraire
des molécules sélectives selon sa polarité. En notant aussi que les molécules responsables de 1’activité
antioxydante des feuilles, fleurs et fruits sont micux représentées dans les solvants organiques (I’éthanol
et le méthanol) et ce contrairement dans I’eau. Nous pouvons conclure que les feuilles et les fleurs sont
riches en micromolécules bioactives par rapport au fruit qui renferme des quantités appréciables de

macromolécules (polysaccharides).
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IV. Evaluation des polysaccharides pariétaux
IV.1. Teneurs moyennes en résidu pariétal, extractibles, résidu pariétal délignifie et lignines des
feuilles et des fruits de C. monogyna Jacqg.

Les pourcentages moyens en résidu pariétal, extractibles (composés du cytoplasme), résidu pariétal
délignifié et lignines dans les feuilles et fruits de C. monogyna., sont représentées par les figures 40 et

41.

Fome (o]

Figure 40 : Pourcentages moyens en résidu pariétal et extractibles dans les feuilles et fruits de C.
monogyna.
L’élimination successive des extractibles par les solvants organiques (éthanol-toluéne) offre un
pourcentage d’extractibles de 68.24 % chez les feuilles et 54.50 % chez les fruits. Alors que 31.76 % et

45.50 % de résidu pariétal (paroi cellulaire) sont notés respectivement dans les feuilles et les fruits.

En

Lignines

Lignines
7,50 %
24,66 % ’
/J_ -

RPD
75,34 % RPD
62,50%

Figure 41 : Pourcentages moyens en résidu pariétal délignifié et en lignines dans les feuilles et fruits de
C. monogyna

RDP : résidu pariétal délignifié.

La délignification des résidus pariétaux obtenus des feuilles et des fruits de C. monogyna., fait ressortir

des pourcentages importants en résidu pariétal délignifié, soit 75.34% chez les feuilles et 62.50% chez
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les fruits. Cependant, les lignines présentent un pourcentage de 24.66% dans les feuilles et 37.50 % dans

fruits.

IV.2. Teneurs moyennes en cellulose, hémicelluloses, pectines hautement méthylées et pectines

faiblement méthylées des feuilles et des fruits de C. monogyna Jacg.

Les teneurs moyennes en cellulose, hémicelluloses, pectines hautement méthylées et pectines faiblement
méthylées extraites a partir du résidu pariétal délignifié des feuilles et des fruits de C. monogyna Jacq.,

(fig. 43) sont notées dans le tableau n° 09 et representées par la figure n°42.

Tableau 09 : Teneurs moyennes en cellulose, hémicelluloses, pectines hautement méthylées et pectines
faiblement méthylées dans les feuilles et fruits de C. monogyna, dans 5g de résidu pariétal délignifié

(RPD).
Polysaccharides pariétaux en g / 5g de RPD
Feuilles fruits Analyse de
la variance

CEL 201.53+£0.02° 20214 +£0.15° -
HCEL .01.60 +0.11° »,01.27 +0.07°2 -
PHM »,00.93 +0.01° »,01.06 £0.01° +
PFM .00.34 +0.01° :00.31+0.01° -
Analyse de + +
la variance

CEL : cellulose, HCEL : hémicellulose, PHM : pectines hautement méthylés, PFM : pectines
faiblement méthylés, RPD : résidu pariétal délignifié. + : Différence significative au seuil de 5% (P <
0.05). —: Différence nom significative au seuil de 5% (P > 0.05).

Les lettres différentes indiquent une différence significative entre les polysaccharides analysés (lettres
en bleu) dans le méme organe et entre les organes pour chaque polysaccharide analysé (lettres en noir)
(test de Tukey ; P < 0.05).
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Figure
42 : Teneurs moyennes en cellulose, hémicelluloses, pectines hautement méthylées et pectines
faiblement méthylées dans les feuilles et fruits de C. monogyna dans 5g de RPD.

PFM PHM HCEL CEL RDP PFM PHM HCEL CEL RDP

Figure 43 : Les differentes fractions polysaccharidiques extraites a partir des feuilles et fruits de C.

monogyna (cliché Hamdaoui, 2016).
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L’analyse de la variance a fait ressortir, au niveau des feuilles ou des fruits, des différences
significatives entre les teneurs moyennes des différentes fractions polysaccharidiques extraites
(cellulose, hémicelluloses, pectines hautement méthylées et pectines faiblement méthylées) (p < 0,05).
Par contre, cette différence n’est pas significative (P > 0,05) entre les deux organes suscités et ce quelle
que soit la fraction polysaccharidique, sauf pour les pectines hautement méthylées.

Les résultats obtenus montrent que pour les fruits, la cellulose représente la moitié des composés doses,
soit environ 2.14 + 0.15 g/5g de RDP. Ce n’est pas le cas pour les feuilles qui sont riches en
hémicelluloses, soit 1.60 + 0.11 g/5g de RDP.

Les feuilles et les fruits présentent des teneurs différentes en pectines hautement méthylées, soit 0.93 +
0.01 g/5g et 1.06 £ 0.01 g/5g respectivement, et des teneurs comparables en pectines faiblement
méthylées, environ 0.34 £ 0.01 g/5g dans les feuilles et 0.31+ 0.01 g/5g dans les fruits.

Dans des travaux réalisés dans le méme contexte et sur la méme espece, il est signalé des teneurs
différentes en polysaccharides pariétaux. Saadoudi (2007), sur la partie charnue des fruits de C.
monogyna poussant dans la région de Batna, a obtenu 11.40 + 0.91 g de cellulose et 1.60 + 0.91g de
pectines dans 100g de matiére seche ; alors qu’en Turquie, Ozcan et al., (2005) évalue la cellulose a
4,67 %.

Cette différence entre les résultats au sein d’'une méme espéce est en relation certainement avec la
méthode d’extraction adoptée, des solvants utilisés, de la situation géographique, de la période de

collection et du le degré de maturité, etc.

IV.3. Caractérisation qualitative des polysaccharides pariétaux par chromatographie sur couche
mince (CCM).
L'hydrolyse acide totale et pariétale avec 1’acide sulfurique 1 M a 100 °C pendant 4 heures (Harche et
al., 1991), des polysaccharides pariétaux (cellulose, hémicellulose, pectines hautement méthylées et
pectines faiblement méthylées) des feuilles et des fruits de de C. monogyna., montre une
dépolymérisation relative de ces macromolécules.
Dans nos conditions expérimentales, nous avons utilisé un révélateur & base de déphénylamine et
d’aniline qui sont couramment utilisés pour détecter simultanément tous les oses utilisés pour la gamme
étalon avec des teintes vives et différenciées (fig. 44) :

- les hexoses (glucose, galactose, mannose et fructose) en marron,

- les pentoses (arabinose et xylose) en rouge sombre,

- les méthylpentoses (Rhamnose) en orange.
En effet, les monosaccharides contenus dans les hydrolysats des polysaccharides pariétaux étudiés

donnent des couleurs indifférenciées, mais qui se décolorent rapidement (fig. 45 et 46).
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Les profils chromatographiques des différents hydrolysats montrent des spots avec des rapports frontaux
(Rg) variables, mais I’identification des monosaccharides est un peu compliquée parce que les
chromatogrammes laissent des traces entre les spots pendant leur parcours. Nous notons aussi que
I’¢éluant (Acétate d’éthyle, acide acétique, eau) utilisé a permis la séparation des monosaccharides de
maniere moins efficace, aboutissant a des rapports frontaux (Rg) quasi identiques, comme le glucose, le
galactose, I’arabinose et le fructose ; alors que cet éluant sépare bien les autres oses tels que le xylose et

le Rhamnose.

i

Glu Gal

l ! = . 4 (4%
Man Ara Rha

Fru Xyl

Figure 44 : Chromatographie sur couche mince de la gamme étalon utilisée
Glu: glucose, Gal: galactose, Man: mannose, Ara: arabinose, Rha: rhamnose, Fru: fructose,
Xyl: xylose.
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CEL  HCEL PHM  PFM Glu Gal Man Ara Rha Fru Xyl

Figures 45 : Caractérisation qualitative des monosaccharides des hydrolysats des polysaccharides
pariétaux des feuilles de C. monogyna. par chromatographie sur couche mince.
CEL : cellulose, HCEL : hémicellulose, PHM : pectines hautement méthylés, PFM : pectines

faiblement méthylés.

CEL HCEL PHM PFM Glu Gal Man Ara Rha Fru Xyl

Figure 46 : Caractérisation qualitative des monosaccharides des hydrolysats des polysaccharides
pariétaux des fruits de C. monogyna par chromatographie sur couche mince.
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Le calcul des rapports frontaux et la couleur des spots sont les critéres utilisés pour identifier les
monosaccharides des différents hydrolysats.

Le premier spot (Rf varie entre 0,005 et 0.008) dans tous les hydrolysats. Ces taches semblent
correspondre a un ose hors de la gamme étalon utilisée, ou bien un fragment d'oligosaccharide
dépolymérisé suite a I'nydrolyse qui peut suivre leur migration avec le temps jusqu'a disparition totale.
Hormis le premier spot, pour les feuilles de C. monogyna, nous avons enregistré deux spots de R¢égales
a 0.039 et 0.096 pour I’hydrolysat de la cellulose, et 0.025 et 0.084 pour I’hydrolysat des
hémicelluloses. Cependant, pour les pectines, nous notons deux spots de Rségale 0.022 et 0.081 pour
les pectines hautement méthylées, et 0.019 et 0.079 pour les pectines faiblement methylées.
Parallélement, le parcours des hydrolysats des polysaccharides pariétaux du fruit sur la plaque est
marqué par deux spots avec des Rségales a 0.045 et 0.112 pour la cellulose, et 0.028 et 0.081 pour les
hémicelluloses. Alors qu’un seul spot de R¢= 0.025 est noté pour les pectines hautement méthylées et
ainsi pour les pectines faiblement méthylées.

La comparaison des différents rapports frontaux (Rf) obtenus avec les monosaccharides de la gamme

étalon utilisée, est représentée sur le tableau n° 10.

Tableau 10 : Caractérisation qualitative en monosaccharides des polysaccharides pariétaux (cellulose,
hémicellulose, pectines hautement méthylées et pectines faiblement méthylées) des feuilles et fruits de

C.monogyna Jacqg., par chromatographie sur couche mince.

Monosaccharides Rapport Feuilles Fruits
témoins frontal (R | CEL | HCEL | PHM | PFM | CEL | HCEL | PHM | PFM
D.(+) Glucose (Glu) 0.028 X - X X X X - -
D. Galactose (Gal) 0.019 - - X X - - - -
D. Mannose (Man) 0.011 - - - - - - - -
D. Arabinose (Ara) 0.025 - X - - - - X X
L. Rhamnose (Rha) 0.225 - - - - - - - -
D. Fructose (Fru) 0.016 - - - - - - - -
D. Xylose (Xyl) 0.090 X X X X X X - -

X : présence du sucre, — : absence du sucre. X : présence probable.

D’aprés le tableau ci-dessus, il ressort une hétérogénéité monosacharidiques entre les différents

hydrolysats.
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Les résultats de la chromatographie sur couche mince aprés une hydrolyse acide totale de la cellulose
ont révélé que la cellulose des feuilles et des fruits de C. monogyna. est constituée de glucose et de
xylose. La cellulose est normalement une macromolécule tendue constituée uniquement de monomere
de glucose relié en B (1-4) (Guignard, 2000). Ces résultats montrent 1’impureté de la cellulose, puisque
les résidus de xylose caractéristiques des hémicelluloses restent liés a la cellulose. Ceci signifie que le
xylose est lié de fagon covalente a la chaine glucosidique. D’aprés Jean (2011), le xylose est le
deuxieme sucre le plus abondant dans la biosphere.

L’hydrolyse acide parié¢tale montre la présence de xylose et probablement d’arabinose dans les
hémicellulose des feuilles, donc nous pouvons admettre que les hémicelluloses sont type xylanes
(hétéroxylanes). Les hétéroxylanes sont les hémicelluloses les plus répandues, qui s’adsorbent a la
cellulose et s’associent entre eux par des liaisons d’hydrogénes en formant des liaisons covalentes avec
les lignines (Thomson, 1993). Aussi, la présence du glucose et du xylose dans les hémicelluloses des
fruits, indique la présence d’hémicelluloses de type xyloglucanes. Selon Jean (2011), les xyloglucanes
constituent la famille prédominante des hémicelluloses chez les dicotylédones, ils sont largement décrits
comme des régulateurs biologiques actifs sur des mécanismes tels que la croissance, le développement
cellulaire, la symbiose et les réactions de défense (Aldington & Fry, 1993). Valent & Albersheim (1974)
montrent que les liaisons hydrogénes entre les microfibrilles de cellulose et les xyloglucanes étaient
renforcées plutdt qu’amoindries en condition de pH acide.

Pour les pectines hautement méthylées et les pectines faiblement méthylées, nous notons la présence de
xylose et de galactose ou bien de glucose dans les feuilles et la présence d’arabinose dans les fruits,
c'est-a-dire des chaines latérales de types galactanes dans les feuilles et arabinanes dans les fruits.
D’apres la littérature, la structure principale des pectines est formée de chaines linéaires faiblement
polymérisées d'acides galacturoniques liés en a(1—4), sur lesquelles s'inserent des résidus de L-
rhamnose, des chaines latérales de natures diverses, arabinanes, galactanes et arabinogalactanes sont
aussi greffées sur le squelette rhamnogalacturonique (\VVéronique, 2007). Dans le cas des polysaccharides
contenant des acides uroniques comme I’acide glucoronique et 1’acide galacturoniques, la stabilité de la
liaison uronosidyle rend souvent délicate 1’application des méthodes classiquement utilisées en chimie
des sucres (Véronique, 2007). Selon Kamerling et al. (2007), les liaisons uronosidyles sont extrémement
stables. En effet, la solubilité des substances pectiques depend de leur masse moléculaire, de la présence
des chaines latérales, mais aussi et surtout du degré de méthylestérification et de la distribution de ces
groupements méthyles (Véronique, 2007). Les pectines sont trés utilisées dans [’industrie agro-
alimentaire (Pilnik, 1990a), sont considérées comme des additifs alimentaires sous le n° E440, leurs
propriétés biologiques tant dans le domaine thérapeutique en santé humaine que dans celui de

I’organisation et de 1’évolution des structures pariétales en physiologie végétale (Véronique, 2007).
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Des études antérieures montrent que les feuilles, fruits et fleurs de C. monogyna. contiennent 17.0 a
24.0 mg/g de sucres reducteurs et 53.0 a 55.0 mg/g de sucres totaux (Bahri et al., 2009b). Selon
Saadoudi (2007), la partie charnue de C. monogyna contient 11.45 g/100g de sucres solubles, 7.86

9/100g de sucres réducteurs et 3.59 g/100g de saccharose. Alors que Pengzhan (2012) montre que le

saccharose est identifié uniquement dans C. pinnatifida var. major et C. scabrifolia.

D’aprés Jennifer (2012), le fructose est le sucre le plus abondant dans les fruits des aubépines, alors que
le glucose, sucrose et la xylose sont significativement moins abondant. Le sorbitol (Sucre alcoolique) a
une importance particuliere dans les fruits des aubépines et le principal sucre de translocation

(Urbonaviciute et al, 2006). D’autre part, le fructose, glucose, sucrose, sorbitol et le myo-inositol sont
les sucres et les alcools les plus répandus dans les fruits du genre Crataegus (Pengzhan, 2012).

Petereit et Nahstedt (2005) montrent que les aglycones et les glycosides de flavonols dans C. monogyna,
C. laevigata, C. pentagyna, C. nigra, and C. azarolus sont représentés par I’hyperoside (quercetin-3-O-
galactoside), le crataegide (quercetin-3'-O-arabinoside), spiraeoside (quercetin-4'-O-glucoside), la rutine
(quercetin-3-O-rutinoside), la quercetin-3-O-rhamnosylgalactoside, sexangularetin-3-O-glucoside,
sexangularetin-3- O-neohesperidoside and sexangularetin-3-O-(6"-O-malonyl)-p-D-glucoside, c'est-a-
dire la présence du glucose, galactose et arabinose dans C. monogyna., ce qui est en accord avec nos
résultats.

Les donnees sur la caractérisation qualitative en monosaccharides des polysaccharides des parois
cellulaires des feuilles et des fruits de C. monogyna, reste préliminaire en tenant en considération
plusieurs facteurs qui s’impliquent dans la complexité d’identification des sucres : - premiérement
I’impureté des oligosaccharides due au protocole d’extraction qui induit I’apparition de spots qui
chevauchent entre les hydrolysats ; - la méthode d’hydrolyse qui entraine la libération d’unités
osidiques ; - le systeme de la phase mobile utilisé qui influe sur la migration des molécules ; - la durée
de migration et le réactif de révélation, etc.

Dans notre étude, nous avons pu séparer un nombre limité de sucres contenus dans les feuilles et les
fruits de C. monogyna., c'est-a-dire il y a la possibilit¢é de la présence d’autres résidus osidiques
impliqués dans les spots. Donc, il est indispensable d’essayer d’autres méthodes d’extraction,
d’hydrolyse et de choix d’¢luant et de révélateur appropriés pour identifier d’autres oses. Il serait
¢galement souhaitable d’utiliser des techniques de pointe comme I’HPLC pour ce type d’investigation.
Donc, nous pouvons conclure que les feuilles et les fruits de C. monogyna renferment des quantités tres
importantes en polysaccharides pariétaux (cellulose, hémicelluloses, pectines hautement et faiblement
méthyles) avec une diversité monosaccharidique (glucose, galactose, arabinose et xylose), en ajoutant
que les diamétres des spots peuvent donner des renseignements sur la quantité des oses dans les

96



Résultats et discussion

hydrolysats, c'est-a-dire la chromatographie sur couche mince permet de caractériser les oses d’un coté
qualitative et quantitative; le xylose et présente en quantité tres importante dans les feuilles par rapport
aux fruits qui sont riche en arabinose qui caractérise les composees pectiques.

Il faut cependant reconnaitre que si la chromatographie sur couche mince reste une méthode a laquelle
on a souvent recours, son usage ne permet de séparer qu'un nombre limité de sucres a la fois, les temps
d’élution sont extrémement différentes et les spots parfois difficilement interprétables. Par ailleurs,
I'nydrolyse par une concentration en acide plus élevé comme 4 M par rapport a 1 M libére des oses
simples impliqués dans des spots d'oses simples déja existant. Ruiz (2005) en raison de la grande labilité
des polysaccharides et le risque d'une altération des oses simples libérés, il est indispensable de suivre la
cinétique de leur hydrolyse dans des conditions plus douces. En effet, la chromatographie sur couche
mince n’est pas suffisante pour identifier un produit mais elle apporte des renseignements susceptibles
d’orienter vers une hypothese de structures (Villars, 1971).

Au cours de ces derniéres décennies, les voies de dépolymeérisation des polysaccharides ont été les plus
décrites pour générer des familles oligosaccharidiques originales et variées (Boual, 2013). Les especes
sources sont, en effet, soumises a des aléas climatiques et écologiques qui jouent de maniere
significative sur la quantité et la qualit¢ des polysaccharides qu’elles produisent. L’intérét de ces
macromolécules polysaccharidique ne se limite pas a leurs propriétés rhéologiques : le rdle biologique
de certains d’entre eux les désigne comme des molécules a activités pharmaceutique ou dermo-
cosmétologique (Véronique, 2007) et aussi comme une source d’énergies renouvelables et dans la

production du bioéthanol (Ogier et al., 1999).
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V. Effet des traitements physiques et chimiques sur la germination des graines de C. monogna

Les graines de C. monogyna présente une dormance complexe représentée par une inhibition
tégumentaire et une dormance embryonnaire. Dans les conditions naturelles, la germination des graines
peut étendre & deux ans (Ethel et al., 1997 ; Pierre, 2004). Dans le cadre de ce volet de recherche, nous
avons appliqué aux graines quelques traitements physico-chimiques afin d’améliorer les conditions de

germination de cette espéce et ce dans un but de conservation.
V.1. Capacité de germination

A 20 °C et 25 °C aucune capacité de germination n’a été observée pour les graines témoin (graines
n’ayant subi aucun traitement).

Les capacités moyennes de germination enregistrées a 20 °C et a 25 °C des graines traitées sont
représentées respectivement sur les tableaux 11 et 12.

Tableau 11: Capacités de germination moyennes a 20 °C.

CGaz20°C
T Ech 1 Ech 2 Ech 3 Ech 4 Analyse de
la variance

TI 240+3.16%| ,55+6.22% | ,53+5.36%° | ,34+574° -
T 40+282° | ,,48+3.16%° | ,53+4.33% | ,,37+3.84° -
T b26+2.23° | ,,49+7.12% | ,57+1.65° .52+3.16° +
TIV 2p36+3.16 | ,,49+517%° | ,52+2.00°% | ,,47+3.70%° -
TV 2A0+547% | ,,52+4.47°% | ,48+3.74% | ,,46+7.81° —
TVI b24+500°% | ,34+768% | ,44+7.07% | ,,43+217° —
Analyse de + - - -
la variance

CG : Capacité de germination. T : Traitement.
+ : Différence significative au seuil de 5% (P < 0.05), — : Différence non significative au seuil de 5 % (P
> 0.05).

Les lettres différentes indiquent une différence significative entre les essais (test de Ficher: P < 0.05).
Ech 1: graines non scarifiées par 1’acide sulfurique (98%).

Ech 2: graines scarifiées par I’acide sulfurique pendant 30 mn.
Ech 3: graines scarifiées par 1’acide sulfurique pendant 60 mn.
Ech 4: graines scarifiées par 1’acide sulfurique pendant 90 mn.
Tl : Stratification chaude a 20 °C pendant 4 semaines, suivie par une stratification froide a 4°C pendant

10 semaines.
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T I : Stratification chaude & 25 °C pendant 4 semaines, suivie par une stratification froide a 4°C pendant
10 semaines.

THI : Stratification chaude a 30 °C pendant 4 semaines, suivie par une stratification froide a 4°C
pendant 10 semaines.

TIV: Stratification alternée : chaude a 25 °C pendant 4 semaines, suivie par une stratification froide a
4°C pendant 4 semaines, suivie par une stratification chaude a 25°C pendant 4 semaines.

TV : Stratification chaude a 25°C pendant 12 semaines, suivie par une stratification froide a 4°C
pendant 4 semaines.

TVI : Stratification froide a 4°C pendant 16 semaines.

L’analyse de la variance a fait ressortir une différence significative entre les capacités moyennes de
germination a 20 °C, notées au niveau des différents traitements pour les graines non scarifiées (Ech 1)
ainsi qu’entre les différents échantillons ayant subi une stratification chaude a 30 °C pendant quatre
semaines suivie d’une stratification froide a 4°C pendant dix semaines (T III). La capacité de
germination maximale (57 £ 1.65 %) est obtenue avec les graines de 1’échantillon (Ech 3) ayant subi le
traitement T 111, alors que la capacité de germination la plus faible (24 £+ 5.09 %) caractérise les graines
non scarifiées ayant subi le traitement VI, c'est-a-dire les graines non scarifiées et stratifiées & 4°C
pendant 16 semaines. Globalement et quel que soit le traitement, les graines des échantillons 2 et 3 ont
enregistrés les meilleures capacités de germination.

Tableau 12: Capacités de germination moyennes a 25 °C.

CGaz25°C
T Echl Ech 2 Ech 3 Ech 4 Analyse de
la variance

TI A45+497% | ,45+898% | ,47+589° | ,47+497° —
T A6+412% | ,53+6.98°% | ,56+7.07% | ,41+2.95° —~
T A6+412°% | ,57+259°% | ,56+1.41°% | ,40+3.74° +
TIV A48+244°% | ,56+141°% | ,49+357% | ,36+7.87° —
TV 242+300% | ,53+3.33% | ,49+6.68°% | ,45+4.97° -
TVI »25+086° | ,45+572° | ,62+5.38% | ,45+2095°" +
Analyse de + _ _ _
la variance

L’analyse de la variance des capacités moyennes de germination obtenues a 25°C a fait ressortir
également une différence significative entre les capacités de germination notées au niveau des différents
traitements pour les graines non scarifiées ainsi qu’entre les différents échantillons ayant subi une
stratification chaude a 30°C pendant quatre semaines suivie d’une stratification froide a 4°C pendant dix

semaines (T 1lI) et une stratification froide a 4°C pendant 16 semaines (T VI). La capacité de
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germination maximale (62 £ 5.38 %) est obtenue avec les graines de 1’échantillon 3 (Ech 3) ayant subi

le traitement T VI alors que la capacité de germination la plus faible (25 = 0.86 %) caracterise les

graines non scarifiées ayant subi le traitement VI. Globalement et quel que soit le traitement, les graines

des échantillons 2 et 3 ont enregistrés les meilleures capacités de germination.

V.2. Coefficient de vélocité

Les valeurs moyennes des coefficients de vélocité évaluées a 20 et 25 °C sont représentées

respectivement sur les tableaux 13 et 14.

Tableau 13: Pourcentages des coefficients de vélocité moyens a 20 °C.

CV en%a20°C

T Ech1 Ech 2 Ech 3 Ech 4 Analyse de
la variance

TI 213.80+230° | ,,19.40+01.90*°| ,27.70+£5.10° | ,22.20+0.40*" -
T 2p09.80+0.50° | ,,20.00+01.80%*"| ,,25.80+5.10% | ,19.90 +3.30 *° —
T I ,07.60 +£1.10° 223.50+03.90° | ,,22.60+1.50% | ,22.60+6.10° -
TIV »08.00+1.00° | ,.1360+2.00% | ,,16.20+130°% | ,17.60+1.20° +
TV »07.90+0.40° | ,,c18.70+£2.70* | ,5,20.30+1.30% | ,17.10+3.00° +
T VI »06.20 £0.30 ¢ 1050 +2.20°°¢ | ,15.70+2.60 *°| ,20.10+2.30° +
Analyse de + _ _ _
la variance

CV : Coefficient de vélocité.

A 20 °C, les coefficients de vélocité varient selon les traitements utilisés pour les graines non scarifiées

(p < 0,05) ainsi qu’entre les échantillons pour les graines ayant subies les traitements 1V, V et VI. Nous

constatons aussi que la valeur du coefficient de vélocité est faible chez les graines non scarifiées, elle

s’améliore chez les graines scarifiées pendant 30 et 60 mn. Ce coefficient commence a diminuer quand

la durée de la scarification dépasse 90 mn.
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Tableau 14: Coefficients de vélocité moyens a 25 °C.

CVen%a25°C
T Ech 1 Ech 2 Ech 3 Ech 4 Analyse de
la variance

TI 209.90+150° | ,,21.20+4.40%° | ,20.60+4.70*" | ,27.90+4.40° -
T 211.60+1.90° | ,,18.70+2.70* | ,28.40+5.00% | .,19.70+2.302° -
T 208.40+1.30° | ,2550+4.20° 22720+£1.90% | ,524.30+4.20° +
TIV 209.90+1.50° | ,12.40+0.40° 22020+£3.00% | ,522.90+1.70° +
TV 21330+1.70% | ,15.60+1.60° 217.10+£230°% | ,520.20+1.90° —
TVI 20850+040°| ,,17.20+1.30*" | ,22.90+290° »15.20 +2.20 °° +
Analyse de — — _ -
la variance

A 25 °C, la variabilité entre les coefficients de vélocité n’est pas significative entre les traitements
utilisés (p > 0,05) ainsi qu’entre les échantillons, sauf pour les graines ayant subies les traitements III,
IV et VI. Nous remarquons aussi, que la valeur du coefficient de vélocité est faible chez les graines non
traités avec 1’acide sulfurique, elle s’améliore chez les graines scarifiées pendant 30 et 60 mn. Ce
coefficient commence a diminuer quand la durée de la scarification dépasse 90 mn, a 1’exception du

traitement I, IV et VI.
V.3. Temps de latence

Les temps moyens de latence estimés a 20 et 25 °C sont représentés respectivement par les figures 47 et
48 .
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Figure 47: Temps de latence moyens a 20 °C.
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Les lettres différentes indiquant une différence significative (test de Fisher ; P < 0.05) entre les
traitements (lettres en bleu) et entre les échenillions (lettres en noire).

La différence entre les temps moyens de latence des graines mises a germer a 20°C est significative (P <
0, 05) entre les traitements de I’Ech 3 et entre les échantillons des traitements TIII, TIV, TV, TVL
Comparativement aux graines non scarifiées, celles scarifiées germent plus rapidement. En effet, pour
les graines non scarifiées, le temps de latence peut atteindre 7 jours, alors qu’il ne dépasse pas 3 jours

pour les graines scarifiées.
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Figure 48: Temps de latence moyens a 25°C.

Les lettres différentes indiquant une difference significative entre les essais (test de Fisher ;

P <0.05).

La différence entre les temps moyens de latence des graines mises a germer a 25°C est significative (P <
0, 05) entre les traitements de I’Ech 2, Ech 3 et Ech 4 et entre les échantillons des traitements TII, TIII,
TIV et TVI. Les temps de latences enregistrées a 25 °C sont inférieurs a ceux obtenus avec les graines
mis a germer a 20 °C. Comparativement aux graines non scarifiées, celles scarifiées germent plus
rapidement. En effet, le temps de latence pour les graines non traités avec 1’acide sulfurique peut
s’étendre & 6 jours, alors que les graines scarifiées peuvent germer au bout du 1% ou 2°™ jour et ce,
quels que soient le traitement et la durée de scarification.

Les aubépines indigénes aux climats tempérés chauds possedent seulement une dormance de

I'endocarpe, tandis que les espéces indigenes aux régions de climats plus froids possédent a la
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fois une dormance embryonnaire et une dormance d’endocarpe. Dans la nature, la germination de C.
monogyna se produit pendant la deuxiéme saison suivant la dispersion, donc le déclenchement de la
germination chez les graines necessite deux saisons afin de surmonter les dormances complexes (Phipps,
1998a). En effet, durant 1’été la résistance mécanique des téguments sera surmontée par I’action de la
température et des bactéries, cependant le froid d’hiver suivant sert a permettre la maturation de
I’embryon (Ethel et al., 1997 ; Beti & Anna, 2001).

A 20 °C et 25 °C, les résultats obtenus permettent de faire ressortir les points suivants :

- comparativement aux graines non traitées avec 1’acide sulfurique, tous les différents prétraitements
employés ont permis, notamment a 25 °C, d’améliorer le pouvoir germinatif des graines.

- plus la durée de la scarification chimique avec 1’acide sulfurique (H,SO, a 98%) est importante,
essentiellement 30 mn et 60 mn, plus la capacité de germination et le coefficient de vélocité sont
meilleurs. Cependant, au-dela de 60 mn, ces deux paramétres commencent a s’affaiblir. En effet, les
graines scarifiées pendant 90 mn fermentent ce qui explique le faible taux de germination enregistré.
Cette évolution s’inverse pour le temps de latence.

- Les graines de C. monogyna doivent étre subit une stratification chaud-froid, pour levée leurs
dormance combinée. En effet la différence entre les durées de stratification des graines au chaude et au
froide entre les traitements influe sur les paramétres analysées: le temps de latence est plus court pour
les traitements I, 11 et 111 et le coefficient de vélocité est faible pour les traitements IV, V et VI; Alors
que les graines stratifiées seulement au froid (T VI) donnent des teneurs des capacités moyennes de
germination faibles par apport aux autres traitements. Les traitements de pré-germination se composent
habituellement d’une scarification acide suivi d'une période de stratification froide (Brinkman, 1974 ;
Hartmann et al., 1997). Quelques auteurs proposent la scarification avec l'acide sulfurique de 30 mn a 2
h pour C. monogyna., suivi de 4 semaines de stratification chaude et de 12 semaines de stratification
froide (Beti & Anna, 2001). Conformément a nos résultats, il ressort que la combinaison d’une
stratification chaude et froide agit favorablement sur la germination des graines de C. monogyna.
Brinkman (1974) a noté que toutes les graines des aubépines sont exposées a la dormance embryonnaire,
donc exigeant la stratification froide pour la lever. En outre, d'autres auteurs comme John (1982), Dirr
& Heuser (1987), Young &Young (1992) et Morgenson (1999) recommandent des périodes de
stratification chaude pour quelques espéces d’aubépines. Cependant, Barbara (2002) a mentionnée que

la période idéale pour récolter les fruits de C. monogyna est le mois d’octobre, quand ils sont bien miirs.

103



Résultats et discussion

Nos résultat sont encourageants et ce contrairement a certains d’autres comme ceux de Ethel et al.
(1997) en Galestienne (Europe) qui n’ont observé aucune germination chez les graines de C. monogyna
apres stratification froide a 5°C pendant 1, 2, 3 et 5 mois, ou apres une stratification alternée chaud-
froid & 25°C et 5 °C. Au contraire, Barbara (2002) a obtenu chez C. monogyna de Pologne une capacité
de germination de 51% et 60 % a 20 °C respectivement apres une stratification chaude a 25°C et 30 °C
pendant 8~16 semaines, suivie d’une stratification froide a 3°C pendant 15 ~18 semaines. Ces valeurs
dépassent celles obtenues dans notre travail chez les graines non scarifiées, soit 40 % et 26 % ; alors que
des valeurs comparables sont obtenues avec les graines scarifiées pendant 60 minutes, soit 53% et 57%,
respectivement apres une stratification chaude a 25°C et 30°C pendant 4 semaines, suivie d’une
stratification froide a 4°C pendant 10 semaines. Ce méme auteur note aussi une capacité de germination
de 17 % apres une stratification froide a 3 °C pendant 18 semaines. Ce taux reste inferieur a celui que
nous avons obtenu chez les graines non scarifiées soit 24% apres une stratification froide a 4°C pendant
16 semaines. Selon Deno (1993), I’utilisation alternée des périodes de trois mois de stratification chaude
a 21°C et de stratification froide a 4 °C, les graines de C. monogyna ont germées avec un pourcentage de
31% apres un cycle chaud-froid et 55% aprés un cycle froid-chaud-froid-chaud-froid. Pour C.
monogyna, ISTA (1993) prescrit 3 mois d'incubation & 25 °C, suivis de 9 mois de refroidissement a 3°C
ou a 5 °C, et la germination doit étre examinée en sable a 20 °C et 30 °C pendant 28 jours. Cette
différence dans les pourcentages de germination selon les travaux réalisés sur la méme espece
s’explique par I’origine géographique, le substrat, et surtout la période de collection des fruits. En effet,
il est connu que les fruits du prunellier, de I’aubépine et de 1’églantier ayant atteint leur coloration "fruit

mar" ne sont pas pour autant mars physiologiquement (Sorensen, 1981).
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L’étude biochimique de Crataegus monogyna Jacg. a permis de faire ressortir les points suivants :
L’organe le plus riche en eau correspond aux fleurs, qui renferment la quantité la plus faible en matiére
séche, en cendres totales et un taux appréciable de matiére organique. Alors que les parametres suscités
présentent dans les feuilles et les fleurs des quantités comparables.

La teneur la plus élevée du rendement en extrait brut des extraits aqueux, éthanoliques et méthanoliques
des feuilles, fruits et fleures de C. monogyna caractérise les extraits aqueux suivie par les extraits
éthanoliques. Alors que les teneurs les plus faibles sont enregistrées dans les extraits méthanoliques.
Concernant les trois organes, il ressort que les meilleurs rendements sont obtenus avec les feuilles pour
I’extrait aqueux et 1’extrait méthanolique, et les fruits pour 1’extrait éthanolique. Donc, I’eau présente
une capacité d’extraction élevée par rapport aux solvants organiques (éthanol et méthanol). Cette
différence entre le rendement des organes étudiés dépend de la polarité de chaque solvant utiliseé.

Les différentes concentrations préparées a base des extraits méthanoliques, éthanoliques et aqueux des
feuilles, fruits et fleurs de C. monogyna ont agit de facon différente sur la croissance des souches
bactériennes et fongiques, en y induisant différents diamétres d’inhibition sur la zone de croissance.
Nous notons que la souche fongique Candida albicans est la plus sensible aux extraits de tous les
organes avec une forte inhibition induite par les extraits méthanoliques et ce quelle que soit la
concentration de I’extrait. Donc, le méthanol permet d’extraire les molécules bioactives dans les organes
étudiés de C. monogyna, ayant un pouvoir inhibiteur sur la croissance de C. albicans et qui sont mieux
représentees dans les fruits et les fleurs, et moyennement dans les feuilles.

Les extraits aqueux et éthanoliques des feuilles, fruits et fleurs exercent également une capacité
inhibitrice important sur la croissance de la souche C. albicans.

La souche bactérienne Proteus mirabilis est trés sensible a I’extrait méthanolique des fleurs. Cependant
I’extrait méthanolique des feuilles et des fruits y présente une faible capacité inhibitrice. Cette sensibilité
a été egalement détectée vis-a-vis de I’extrait éthanolique et de I’extrait aqueux des fleurs qui ont
engendré sur la souche suscitée une zone d’inhibition important.

En ce qui concerne Escherichia coli, cette souche est trés sensible au extrait éthanolique des fruits et
moyennement sensible aux extraits méthanoliques des trois organes.

Pour la souche Bacillus cereus, aucune zone d’inhibition de croissance n’a été constatée autour des
disques, a I’exception de la concentration mere de 1’extrait méthanolique des feuilles. Ces constatations
dénotent la résistance de cette souche bactérienne vis-a-vis des extraits testés.

Les extraits aqueux et organiques des feuilles, fruits et fleurs de C. monogyna se sont révélés inefficaces

sur Aspergillus brasiliensis, dans la mesure ou aucune activité inhibitrice n’a été décelée. Ceci pourrait
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étre expliqué par ’absence dans ces extraits de substances a activité antifongique sur cette souche.
Cependant, nos extraits exercent une activité antibactérienne et antifongique importante sur les souches
étudiées, dans la mesure ou ils ne sont pas des produits purs comme les produits antibiotiques ou
antimycotiques standards commercialisés mais des extraits bruts c'est-a-dire un mélange des substances
bioactives.

Comparativement aux antibiotiques et aux antimycotiques standards, 1’activité inhibitrice des extraits
aqueux et organiques des feuilles, fruits et fleurs de C. monogyna reste trés faible, a 1’exception des
extraits méthanoliques des feuilles, des fruits et des fleurs et ’extrait éthanolique des fruits qui ont
inhibé la croissance d’ Escherichia coli et I’extrait méthanolique des feuilles qui inhibe la croissance de
Bacillus cereusa certaines concentrations. Ces deux souches résistent a I’antibiotique standard
(Ceftazidime CAZ (30)). Ces observations reflétent I’importance de I’activité antibactérienne de ces
extraits.

Les résultats auxquels nous avons aboutis confirment aussi I’importance de la méthode de dilution des
extraits qui réside dans la séparation des molécules bioactives qui peuvent étre masquées par d’autres
molécules inactives ; ceci s’est traduit par la formation de zones d’inhibition trés importantes, induites
par les différentes dilutions de la solution mere. Cependant, il serait intéressant d’établir des tests
antibactériens et antifongiques avec la méthode de fractionnement des extraits afin d’avoir des résultats
plus efficace et plus objectifs.

La comparaison des extraits selon leurs activités antioxydantes a fait ressortir que les extraits
méthanoliques sont les plus efficaces pour les trois organes (le méthanol s’est révélé le solvant le plus
efficace pour extraire les substances bioactives qui sont capables de capter les radicaux libres présents
dans les feuilles, fruits et fleurs de C. monogyna).Tandis que les extraits éthanoliques présentent une
activité antioxydante moyenne. Les extraits suscités manifestent une activité antiradicalaire tres
importante. Alors que les extraits aqueux des trois organes manifestent une faible activité antioxydante
et une faible activité antiradicalaire. C’est a dire que les molécules responsables de I’activité
antioxydante des feuilles, fleurs et fruits sont mieux représentées dans les solvants organiques (1’éthanol
et le méthanol) et ce contrairement dans I’eau.

En comparaison avec le BHT, tous nos extraits s’avérent moins actifs, dans la mesure ou ils ne sont pas
des produits purs mais des extraits bruts.

La différence entre I’activité antioxydante des extraits est probablement liée a leurs polarités et leur
contenu en composés phénoliques qui sont mieux représentées dans les feuilles et les fleurs par rapport

aux fruits.
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Les résultats obtenus montrent aussi que les fruits de C. monogyna sont riches en cellulose. Ce n’est pas
le cas pour les feuilles qui sont riches en hémicelluloses. Concernant les pectines les feuilles et les fruits
présentent des teneurs différentes en pectines hautement méthylées, et des teneurs comparables en
pectines faiblement méthylées. Globalement il ressort que les feuilles et les fruits de C. monogyna
renferment des quantités importantes en polysaccharides pariétaux.

La détermination des monosaccharides contenant dans les polysaccharides pariétaux (cellulose,
hémicellulose, pectines hautement méthylées et pectines faiblement méthylées) montre une diversité
osidique dans les hydrolysats.

La cellulose des feuilles et des fruits de C. monogyna. est constituée de glucose et de xylose. Ces
résultats montrent ’impureté de la cellulose, puisque les résidus de xylose caractéristiques des
hémicelluloses restent liés a la cellulose. Alors que les hémicellulose des feuilles sont de type xylanes
(hétéroxylanes) et de type xyloglucanes dans les fruits.

Pour les pectines hautement méthylées et les pectines faiblement méthylées, nous notons la présence de
xylose et de galactose ou bien de glucose dans les feuilles et la présence d’arabinose dans les fruits.
C’est-a-dire des chaines latérales de types galactanes dans les feuilles et arabinanes dans les fruits sont
greffées sur le squelette linéaire qui est principalement constitué d'un enchainement d'unités d'acide a-
D-galacturonique.

La chromatographie sur couche mince nous a permis de séparer un nombre limité des sucres c'est-a-dire
il y a la possibilité de la présence d’autres résidus osidiques impliqués dans les spots. Donc, il est tres
important d’utiliser des techniques plus performantes comme I’HPLC pour affiner la composition
oligosaccharidique des polysaccharides pariétaux des feuilles et des fruits de C. monogyna.

Ces macromolécules et les sucres issus de leurs dépolymérisations ont un intérét important dans divers
domaines industriels, pharmaceutique due a leurs propriétés immunomodulatrices et
immunostimulantes, anti-tumorales, anti-virales, dermocosmétologique, etc. Ces résultats refletent que
I’espéce étudiée est une véritable source en substances bioactives pouvant étre valorisé dans divers
domaines (pharmaceutique, diététique, agroalimentaire, et cosmétique etc.).

L’¢tude de la germination des graines de Crataegus monogyna Jacq. a des températures continues de 20
et 25°C, a I’obscurité, a montré que ces derniéres sont atteintes d’une dormance complexe. Celle-ci a pu
étre levée par les différents prétraitements combinés que nous y avons appliqués. Les meilleurs taux de
germination sont obtenus a 25 °C.

En effet, les meilleures capacités de germination, coefficients de vélocité et les temps de latence les plus
courts sont obtenus avec les graines scarifiées par I’acide sulfurique (H,SO4a 98%) pendant 30 mn et
60 mn et suivi par une stratification chaude-froide 25°C / 4°C et 30°C /4°C.
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Alors que, une scarification par 1’acide sulfurique (H,SO4 a 98%) pendant 90 mn, suivie par une
stratification chaude-froide provoque la fermentation des graines et entrainant une diminution de la
capacité de germination et du coefficient de vélocité pour certains traitements.

Les graines non scarifiées par 1’acide sulfurique sont caractérisées par de faibles capacités de
germination, coefficients de vélocité et avec des temps de latence trop longs. Nous constatons que le
pourcentage de germination augmente avec la durée de scarification (30 mn), ce qui dénote que
I’utilisation de la scarification chimique peut accélérer et améliorer la germination de C. monogyna.
D’aprés nos résultats, nous pouvons conclure que les graines de C. monogyna exigent a la fois une
stratification (chaude-froide) et une scarification chimique pour pouvoir germer.

Ces données restent toutefois préliminaires car il serait souhaitable de les approfondir par exemple en
essayant d’autres protocoles, de transplanter les graines germées et suivre la croissance des plantules ou
bien tester la germination directement in situ pour bien comprendre la complexité de la dormance chez

cetteespece.
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