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Introduction

Le régne vegeétal contient plusieurs substances biologiquement actives qui offrent a
I’homme des ressources importantes a son hygiéne, sa santé et son alimentation (Bahorun et
al., 1996; Cherif et al., 2015). Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), il existe
plus de 4000 plantes médicinales, représentant 90% de la médecine traditionnelle en Afrique
(OMS, 2003). A I’heure actuelle, les fabricants développent des méthodes d’obtention des
extraits et des principes actifs d’origine végétale tels que les coumarines, les alcaloides, les
polyphénols, les flavonoides, les tanins et les terpénes afin de les exploiter dans la fabrication
des médicaments (Bahorun et al., 1996).

Les plantes ont été utilisées comme des médicaments depuis longtemps a travers le
monde. Dans les pays en développement, les herbes traditionnelles sont essentielles pour

traiter les maladies et aider a découvrir de nouveaux antibiotiques (Canli et al., 2017).

La flore algérienne est connue par sa richesse et sa variété, formeés une véritable
bibliotheque phylogénétique, avec pres de 4000 espéces et sous-especes de plantes vasculaires
(Dobignard et Chatelain, 2010-2013). Cependant, jusqu’a aujourd’hui, la flore médicinale de
I’Algérie est encore inconnue, ou seulement 146 espéces sont comptées comme médicinales
(Hamel et al., 2018). Plusieurs especes de la famille des Moraceae sont distribuées dans les
différentes régions du pays. Elles sont caractérisées par plusieurs molécules bioactives et
grace a leurs propriétés biologiques, elles sont jusqu’a présent appliquées en médecine
traditionnelle pour le traitement de plusieurs maladies (Small et Catling, 2000; Sofowora,
2010). Parmi ces espéces, on trouve Maclura pomifera, communement appelée "Osage
orange", originaire du sud-ouest des Etats-Unis et caractérisée par sa richesse en polyphénols,
en flavonoides et en alcaloides. Ces composés ont montré des propriétés anticancereuses,
antibactériennes, antidiabétiques, anti-inflammatoires et anti- nociceptives trés intéressantes
(Su et al., 2017; Orazbekov et al., 2018). La plante possede également un effet tres important
pour traiter certaines pathologies comme 1’eczéma, les blessures, le psoriasis, les verrues,

certains types d’allergie cutanée, les fissures des pieds et des mains.

Le choix de la plante Maclura pomifera comme un sujet pour notre projet de fin d’étude
est stimulé par le nombre faible des travaux déja effectués et publiés sur ces composants

bioactifs et leurs effets thérapeutiques. En plus, la méconnaissance de ses vertus par notre
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population nous a encouragé afin d’initier cette recherche et d’améliorer la position de cette

plante dans notre médecine traditionnelle.

Les objectifs visés par notre travail ciblent I’¢tude de I’influence de quelques méthodes
d’extraction, conventionnelles et innovantes, sur le rendement en polyphénols des fruits de M.
pomifera. Cette influence sera par la suite confirmée grace a I’estimation des teneurs en
polyphénols et en flavonoides des différents extraits obtenus par des dosages colorimétriques.
L’¢évaluation de certaines activités biologiques (activité antioxydante, activités antibactérienne
et antifongique) des extraits phénoliques assure le développement d’une corrélation entre la
méthode d’extraction, les teneurs en composés bioactifs d’intérét et leur influence sur les trois
activités ciblées. En dernier lieu, ces résultats seront comparés par rapport & ceux obtenus

pour le latex qui caractérise les fruits a 1’état frais afin de révéler 1’effet du séchage.

La présente étude est subdivisée en trois parties, initiée par une synthese
bibliographique, suivie par la partie expérimentale afin d’atteindre les objectifs précédemment
cités. La troisieme partie qui doit représenter normalement nos résultats a été transformee a
une comparaison entre les résultats obtenus par d’autres travaux de recherche réalisés sur la
méme plante. Cette modification a été la seule solution suite a I’arrét des manipulations
expérimentales au niveau des laboratoires vu la situation de confinement imposée par 1’état
afin d’éviter la propagation de la pandémie du COVID-19 au niveau des établissements

universitaires.
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I. Maclura pomifera

1.1.Généralités

Maclura pomifera est une plante originaire d’Amérique du Nord, qui est souvent
cultivée dans le monde entier comme arbre ornemental, en raison de ses feuilles scintillantes
et ses fruits attrayants ou comme des cl6tures vivantes (haies) le long des limites des fermes,
grace a ses fortes épines (Plese et Mili¢i¢, 1973; Moser et al., 2011). Il provient d’une zone
limitée centrée sur la vallée de la riviere Rouge dans le sud d’Oklahoma et le nord du Texas
(Del Weniger, 1996) et est facilement reconnaissable par son gros fruit vert caractéristique
(Moser etal., 2011). Maclura pomifera est communément appelé "Osage Orange" ou
"I’oranger des Osages" qui vient de la forme et de la taille de ses fruits ressemblant aux
oranges, bien qu’ils n’aient rien a voir avec les agrumes (Smith et Perino, 1981) et du fait que
le bois de cet arbre a été utilisé par la tribu indienne Osage pour construire des arcs
(Raffeneau-Delile, 2008).

En 1804, Lewis et Clarke ont découvert I’oranger des Osages dans la région du fleuve
Mississipi  (Raffeneau-Delile, 2008). La dénomination scientifique de cet arbre par
"Maclura pomifera” a éete faite par le géologue americain William Maclure (1763-1840)
(Wagner, 1952). Cet arbre a été nommé et decrit pour la premiere fois par Constantine
Samuel Rafinesque, qui I'a appelé loxylon pomiferum en 1817. Ensuite en 1818, son nom a
été changé en Toxylon pomiferum, puis en Joxylon pomiferum en 1819. En 1818, Thomas
Nuttallet I'a nommé Maclura aurantiaca en trouvant un peuplement de l'espéce. D’autres
nomenclatures de cet arbre sont: Broussonetia tinctoria, Toxylon aurantiacum et Toxylon

maclura (Konya et al., 2017).

1.2. Classification et systématique

Maclura pomifera (Raf.) Schneid (1906) est une espéce monotypique qui fait partie de
la famille des Moracées (mdriers) (Tableau 1) (Gardner et al., 2017; Stojiljkovi¢ et al.,
2018). Elle est composeée de 37 genres et approximativement de 1100 espéces (Gardner
et al., 2017). L'oranger des Osages est un arbre dioique qui se trouve dans les zones désertes
et des endroits inattendus (Smith et Perino, 1981; Arab et al., 2019).



Chapitre | Synthese bibliographique

Tableau I: Classification et systématique de 1’espéce M. pomifera (Salem et Mohamed,
2013).

Régne : Plantae

Sous regne : Tracheobionta

Superdivision | : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida — Dicotylédones
Sous-classe : Hamamelididae

Ordre - Urticales

Famille : Moraceae

Genre : Maclura Nutt. — Maclura

Espéce : Maclura pomifera (Raf.) C.K. Schneid.

1.3. Les noms vernaculaires

Cette plante est connue par plusieurs noms telle que: Americain Breadfruit, root-wood,
bow-wood, hedge, bois d'arc, bois jaune, pomme de haie, pomme de cheval, pomme des
Osages, orange du Kansas, Mock orange, Naranjo chino, Osage plum, Osage Thorn, Palo de
Arco, Prairie Hedge plant, etc. (Ferro, 2014). En arabe est connue sous les noms suivants :
Gise el il (e a5 Al 5 i
I.4. Description botanique

L’arbre de M. pomifera est épineux d’une hauteur de 15 a 20 m (Fig. 1) (Smith
et Perino, 1981), elle pousse vigoureusement sur tous les sols, y compris les sols alcalins
(Burns et Honkala, 1990) et se caractérise par un taux de croissance rapide surtout en plein
de soleil (Watson, 1993; Tisserat et al., 2019). Il a un tronc court, une couronne arrondie
(Starr et al., 2003) et une écorce profondément sillonnée avec une teinte orange (Fratzl-
Zelman et al., 2016). Le bois du cceur est trés dur, lourd, résistant a 1'abrasion, extrémement
durable et insensible aux termites (Starr et al., 2003). La plante se propage facilement a
partir des graines ou des boutures et elle est pollinisée par le vent. Des grandes quantités de

pollen sont libérées, provoquant parfois le rhume des foins (Peattie, 1953).

Les feuilles sont caduques, ovoides -oblongues, avec une base ronde et un apex pointu.
Les jeunes feuilles sont pubescentes, alors que les adultes sont lisses (Botta et Monache,
1995), lancéolées, sinuées, a une nervation pennée, alternes le long des rameaux, ovales

acuminées, a bord lisse et prennent une couleur jaune a I’automne. Ils mesurent 4-12 cm de

4
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long et 2-6 cm de large avec des marges entieres (Fig. 2) (Fratzl-Zelman et al.,
2016).

Figure 1: La morphologie de I’arbre de M. pomifera (Jauron, 2010).

g ~

Figure 2: L’aspect des feuilles de M. pomifera (Coder, 2016).

Les fleurs sont petites caractérisées par une couleur verte a jaune verdatre apparaissant
apres les feuilles, de la moitié du mois mai jusqu’au juin (Pool, 1919). Les fleurs staminées
sont disposées en racémes axillaires, a long pédoncule d'environ 2,5 a 4 cm du long sur
I'éperon terminal des feuilles de la saison précédente. Ces fleurs ont quatre calices lobés avec
étamines exsertes, mais sans pétales (Stephens, 1969). L’arbre contient des pieds males
groupés en grappe et des pieds femelles formés une inflorescence dense ou les fleurs sont
soudées entre elles. Chacune donne des akénes entourés par des sépales accrescents qui
deviennent charnus (Fig. 3) (Smith et Perino, 1981).
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Figure 3: Les fleurs de M. pomifera (Botta et Monache, 1995).

Le "hedge-ball" est un fruit multiple composé de nombreux druplets, a une structure
globuleuse vert jaunatre, de 8 a 12 cm de diametre (Vines, 1960; Stephens, 1969).
L’intérieur du fruit est blanc, compact, homogéne avec de petites pépins de couleur marron
foncée, exhale un parfum citronné légérement épicé (Fig. 4) (Maaoui, 2014). Les fruits
marissent en septembre-octobre et pésent environ 150 a 700 g avec une moyenne de 450 g.
Ils sont imprégnés d'un jus laiteux et collant qui provoque une dermatite chez certaines
personnes. Les arbres peuvent commencer a porter leurs fruits a 10 ans. Les graines
mesurent 8-12 mm du long et sont intégrés dans la cal charnu (Vines, 1960). lls sont de
couleur creme au début, mais brunissent apres vieillissement ou exposition a l'air. Le fruit de
M. pomifera est non comestible mais certains animaux peuvent consommer leurs graines
comme les mammifeéres, les grands herbivores (ex. chevaux, mulets,..) (Clopton, 1953)
et autres animaux (renards, colin de virginie, ratons laveurs, cailles blanches et autres
oiseaux) (Barnett et Burton, 1997; Ferro, 2014).

~
-~

Figure 4 : L’aspect externe et interne du fruit de M. pomifera (Konya et al., 2017).
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I.5. Les composés bioactifs de M. pomifera

Maclura pomifera est caractérisé par plusieurs composés phénoliques qui ont été
isolés et identifiés a partir des différentes parties de la plante, a savoir: les triterpénes, les
stilbénes, les flavonols, les isoflavonoides des fruits (osajine et pomiférine) et les xanthones
du bois de cceur et de 1’écorce du tige, ainsi que deux flavanones (euchrestaflavanone B
et euchrestaflavanone C) et quatre xanthones de I'écorce des racines (osanjaxanthone,
alvaxanthone, macluraxanthone et 8-prényltoxyloxanthone) (da Costa et al., 1999; Rong
Tsao et al., 2003).

Les graines contiennent une protéine, I’hémagglutinine, qui agglutine les érythrocytes
humains grace a sa capacité de se lier a des a-D-galactopyranosides, et de la lectine qui est
un mitogene lymphocytaire (Bausch et Poretz, 1977). Des quantités inhabituelles de
peptidases a sérine sont contenues dans le latex des fruits de M. pomifera. Ces protéases ont

été utilisées pour hydrolyser les protéines et coaguler le lait (Bertucci et al., 2015).

Un alcaloide, la maclurine présente dans toutes les parties de I’arbre. L’écorce est
riche en acide tannique qui donne une teinture jaune (Rong Tsao et al., 2003). Les graines
renferment des acides gras comme l'acide linoléique, I'acide stearique, méthylesters d'acides

gras, l'acide palmitique, du triacyl glycérol et de tocophérol (Konya, 2017).

1.6. Utilisations

Les extraits de M. pomifera ont été utilisés en médecine traditionnelle dans le monde
entier. La décoction préparée a partir des racines de M. pomifera est utilisée pour le
traitement des yeux endoloris par les indiens Comanches d'Amérique du Nord (Kupeli
et al., 2006). En Bolivie, la seve est utilisee pour le traitement des douleurs dentaires, alors

les feuilles ont été utilisées pour traiter I'némorragie utérine (Bourdy et al., 2004).

Plusieurs études ont montré que les composes bioactifs obtenus a partir des différentes
parties de la plante présentent différentes activités: insectifuge, antibactérienne (Jerkovic
et al.,, 2007), anti-tumorale, anti-inflammatoire, antipaludique, antioxydante, antifongique
(Canli et al., 2017) et anti-malaria (Konya et al., 2017). En plus, deux isoflavones prénylées
isolées, la scandénone et l’auriculasine, ont montré une activité anti-nociceptive (Arab,
2017).

L’extrait total des fruits de M. pomifera a montré une activité significative envers les
récepteurs cannabinoides et éventuellement les interactions allostériques avec les récepteurs
opiacés. Récemment, les isoflavones isolés de I’orange des Osages exercent une activité
protectrice pour les cellules nerveuses du cerveau contre l’effet toxique du peptide B-

7
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amyloide; qui est considéré comme le responsable de la dégénérescence des neurones chez
les malades par Alzheimer. Cependant, les mécanismes par laquelle ces isoflavones bloquent

la toxicité du peptide B-amyloide restent inconnus (Orazbekov et al., 2018).

La pomiférine qui est un constituant du fruit de M. pomifera présente un effet gastro-
protectif contre les dommages gastriques provoquées par I’indométacine chez les rats, avec

une absence totale de toxicite selon la littérature (Bozkurt et al., 2017).

Récemment, il a été prouvé que la farine des graines du fruit possede les qualités
appropriées pour étre utilisée dans la lubrification, comme un biocarburant et dans des
préparations cosmétiques et pharmaceutiques (Moser et al., 2011; Ferro,2014; Harry-
O’Kuru et al., 2015).

Aux Etats-Unis, depuis les années 1930 et grace a la résistance du bois de 1’oranger
des Osages, il est utilise comme protection contre le vent, contre 1’érosion des sols et dans la
fabrication des poteaux et des clotures pour les bétail (Starr et al .,2003; Elliot et al., 2017).
Il est également utilisé dans la transformation des aliments et la production des pesticides
et des teintures. Grace a sa résistance aux maladies et aux insectes, 1’arbre de M. pomifera
est cultivé dans différents pays du monde, pour son aspect décoratif dans de nombreux
parcs, ce qui permet de fournir un abri et une couverture pour la faune (Burns et Honkala,
1990).
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I1. Les polyphénols

11.1. Définition et classification

Les végétaux sont la source principale des polyphénols, qui sont considérés comme des
métabolites secondaires permettant la défense contre les agressions environnementales. Ce
sont des phyto-micronutriments et principalement des pigments responsables des teintes
automnales des feuilles et des couleurs des fleurs et des fruits (jaune, orange, rouge). Les
polyphénols comportent environ 8000 composés (Edeas, 2007) qui sont devises en deux
grands groupes: les non flavonoides contenant les acides phénoliques, les stilbénes, les
lignanes, les lignines et principalement les coumarines (Hoffmann, 2003) et les flavonoides,
dont les composés essentiels sont représentés par : les flavones, isoflavones, flavanones,

flavonols, anthocyanines, proanthocyanidines et les flavanols (Pincemail et al., 2007).

11.1.1. Les non flavonoides
11.1.1.1. Acides phénoliques

Ce sont des composés organiques ayant au moins une fonction carboxyle et un groupe
hydroxyle phénolique. 1ls sont divisés en deux sous-classes: les dérivés de 1’acide

hydroxybenzoique et de ’acide hydroxycinnamique (Thompsen et al., 1984).

A. Acides hydroxybenzoiques C6-C1 (Fig. 5a): ce sont des acides sous forme libre et a
I’état d’esters ou hétérosides sous forme combiné (Afanas'ev et al., 1989). Cette sous
classe est abondante dans les végétaux et les aliments, notamment les épices et les
fraises. La concentration de ces acides peuvent atteindre plusieurs dizaines de
milligrammes par kilogramme dans les fruits rouges et lI'cignon (Murota et al., 2004).
Les acides phydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, gallique et syringique

sont les acides hydroxybenzoiques majeurs dans les végétaux (Chanforan, 2010).

B. Acides hydroxycinnamiques C6-C3 (Fig. 5b): ce sont des acides estérifiés rarement
libres et peuvent étre amidifiés ou combinés avec des sucres ou des polyols tels que
I’acide quinique (Thompsen et al., 1984; Afanas'ev et al., 1989). Les acides
hydroxycinnamiques sont retrouvés dans toutes les parties des fruits et des légumes,
dont les concentrations les plus élevées sont observées dans la partie externe du fruit
mar. Les pommes de terre, les péches, les oranges, les pommes, les tomates et le raisin

sont les principales sources des acides hydroxycinnamiques (Laura et al., 2009).
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Figure 5: Structure chimique de base des acides hydroxybenzoiques (a) (Thompsen et al.,

1984), acides hydroxycinnamiques (b) (Afanas’ev et al., 2001) et des stilbenes (Parage,
2013).

11.1.1.2. Stilbénes

Ces composés ont une structure C6-C2-C6 (Fig. 5¢), avec un cycle A qui posséde deux
fonctions hydroxyles en position méta et un cycle B caractérise par des fonctions hydroxyles
ou méthoxyles en position méta, ortho et para. Deux cycles aromatiques sont reliés par une
double liaison pour former un systéme conjugué. Les stilbenes sont présents en petites
quantités dans I’alimentation humaine (Belkheiri et al., 2010), dont les principales sources

sont le raisin et le vin (Sun et al., 2006).

11.1.1.3. Lignines (C6-C3)n

La lignine est un polymere fortement ramifié, constitué de trois alcools phénoliques
simples. Chez les plantes, les alcools s’oxydent en radicaux libres par une enzyme ubiquiste,
la peroxydase. Les radicaux libres réagissent au hasard et de facon spontanée pour former de
la lignine (Hopkins, 2003).

11.1.1.4. Lignanes (C6-C3),

Lignanes sont représentées par la structure de type (C6-C3), dont laquelle I’unité (C6-
C3) est considérée comme un propylbenzéne et définit comme des composeés bioactifs, non-
nutritifs et non caloriques. Elles sont abondantes dans le lin et les graines de sésame et a des

faibles quantités dans les fruits et les Iégumes (Peterson et al., 2010).

11.1.1.5. Coumarines C6-C3

Elles ont considérés comme des composés phénoliques non volatils, qui se trouvent
dans de nombreuses parties des végétaux telles que les racines et les écorces. Elles sont
caractérisées par des odeurs agréables, dont certains sont utilisés en parfumerie ou pour
aromatiser le tabac, par contre d’autres sont tres toxiques. Les coumarines sont des composés

hétérocycliques oxygénés émanant des cétones de I’a-pyrone. Il s’agit d’une lactone de
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I’acide ortohydroxycinnamique (Garabeth et al., 2007).
11.1.1.6. Les quinones

Ces substances présentent deux fonctions cétones. Elles sont généralement des couleurs
rouge, jaune ou orange et brillantes. Les quinones servent comme des colorants, des
médicaments et des fongicides. Elles sont répondues non seulement dans les végétaux mais

également au niveau des animaux et des microorganismes (Kansole, 2009).

11.1.2. Les flavonoides

Ils regroupent plus de 6000 composés naturels qui sont quasiment universels chez les
plantes vasculaires. lls possédent des pigments qui jouent le role de colorations jaune, orange
et rouge des différentes parties des végétaux (Ghedira, 2005). La structure de base de tous les
flavonoides est C6-C3-C6 (Fig. 6). Ils possedent quinze atomes de carbone dans leur structure
de base: deux noyaux aromatiques A et B a six atomes de carbones liés avec une unité de trois
atomes de carbone qui peut ou non étre une partie d'un troisieme cycle C (Tapas et al.,
2008). Parmi les classes principales des flavonoides on cite: les flavones, les flavonoles, les

flavanones, les flavan-3-ols, les anthocyanes et les isoflavones (Sadasivam et al., 2003).

Figure 6: Structure de base des flavonoides (Chira et al., 2008).
11.1.2.1. Flavonols et flavones

Les flavonols appartiennent a la classe des flavonoides qui sont largement répandus. La
myricétine, la quercétine, 1’isorhamnétine et le kaempférol sont des flavonols généralement
présents sous forme d’O-glycosides (Crozier, 2003).

Les flavones sont des composés glycosylés, leur structure est trés proche des flavonols
avec I’absence du groupement OH en C3 et constituée aussi de nombreuses substitutions,

telles que 1’hydroxylation, la méthylation, les O- et C-alkylation (Bohm et al., 1998).

11.1.2.2. Flavanones et flavan-3-ols

Les flavanones sont définis par I’absence de la double liaison entre C2 et C3 et par la
présence d’un centre de chiralité en C2. Les réactions d’hydroxylation, d’O-méthylation et de

glycosylation sont formées grace a la haute réactivité de la structure des flavanones.
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L’hespéridine (hespéridine-7-O-rutinoside) est le flavanone le mieux connu des agrumes
(Chiraet al., 2008).

Les Flavan-3-ols rassemblent les diverses catéchines (catéchine, epicatéchine,
epicatéchine gallate, gallocatéchine gallate, gallocatéchine) ainsi que les pro-anthocyanidines.
Ces molécules sont caractérisées par la présence d’un groupe OH en position 3 (Fig. 7)
(Tabart, 2011).

R,=R,=0OH; Ry = H: Catechins
R, = R, = Ry = OH : Gallocatechin

Figure 7: Structures chimiques de quelques flavanols (Manach et al., 2004).

11.1.2.3. Isoflavones

Ils possedent des structures similaires aux cestrogénes. Le cycle aromatique B est 1i¢ en
C3 au lieu du C2 comme chez les autres flavonoides, avec des groupements OH en position

C7 et C3. Le soja est la source alimentaire principale des isoflavones (Tabart, 2011).

11.1.2.4. Anthocyanes

Les anthocyanes sont considérées comme le groupe le plus grand et le plus varié des
colorants hydrosolubles des plantes (Kopjar et al., 2009). Elles sont présentes dans les
vacuoles des cellules les plus externes (épidermes et hypodermes) et dérivent de la voie des
phényl-propanoides. Il existe au moins 20 anthocyanidines différentes dans le nombre et la
position de leurs groupes hydroxyles et méthoxyles. Plusieurs molécules d'anthocyanes se
different dans la stabilité. Cette différence est due a la modification des parties glycosyliques
et aromatiques ou aliphatiques des anthocyanidines (Guignard, 2000; Kuti, 2004; Oren-
Shamir, 2009).

11.1.3. Les tanins

Ce sont des composés phénoliques qui possédent la capacité de se combiner aux
protéines en solution et de les précipiter (Silanikove et al., 2001). Ils sont présents dans toutes
les parties de la plante (écorces, racines, feuilles, etc.) (Zhang et al., 2010) et sont caractérisés

par une structure complexe constituée d’unités répétitives monomériques qui se different par
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leur degré d’oxydation et leurs centres asymeétriques (Hemingway, 1989). Les tanins sont
divisés en deux grandes classes: les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Jacob et al.,
1972).

11.1.3.1. Tanins hydrolysables

Ils correspondent a des oligo ou des polyesters d’un sucre, généralement le D-glucose,
et d’un nombre différent d’acide phénolique (Fig. 8a). Ce dernier est soit I’acide gallique dans
le cas des gallotanins, soit 1’acide ¢llagique dans le cas des tanins classiquement dénommés

éllagitanins (Jean, 2009).

11.1.3.2. Tanins condensés

Ils sont définis comme des polymeéres flavaniques formés par des unités de flavan-3-ols
maintenues ensemble par des liaisons C-C (Fig. 8b). lls se différent des tanins hydrolysables
par I’absence de sucre dans leurs molécules et leur structure est proche de celle des
flavonoides (Jean, 2009).

(@) (b)
Figure 8: Structures chimiques des tanins hydrolysables (a) et des tanins condensés (b) (Jean,

2009).

11.2. La biosynthese des polyphénols

La synthése des composés phénoliques se fait a partir des hydrates de carbone via la
voie d’acide shikimique et la voiec d’acétate. Les acides cinnamiques et leurs dérivés sont
produits apres transamination et désamination au cours de la premiere voie alors que les poly-
cétoesters ou polyacétates (malonate) sont produits via la deuxieme voie. Les composés

phénoliques peuvent se combiner avec des oses ou bien a des acides (Chira et al., 2008).
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11.3. Propriétés biologiques des polyphénols
11.3.1. Au niveau de la plante

Les principales fonctions de ces composés dans les plantes sont de prévenir les agents
pathogénes, les parasites et les ennemis naturels et de limiter les dommages causés par les
rayons ultraviolets. Dans ce cas, ils jouent un réle protecteur et antioxydant (Legrand, 2015).
lls existent dans diverses parties des plantes supérieures et participent dans de nombreux
processus physiologiques, tels que la reproduction, la croissance cellulaire, lI'enracinement et
la germination (Boizot et al., 2006). De plus, ils donnent aux plantes une couleur et une odeur
uniques (Liu et al., 2007).

I1.3.2. Au niveau de I’organisme

Plusieurs études récentes ont ciblé les polyphénols, notamment les flavonoides vu leurs
différentes propriétés physiologiques telles que les activités antiallergique, anti-
arthérogenique,  hépato-protective  anti-inflammatoire,  antimicrobienne,  antivirale,
antibactérienne, anti-carcinogénique, anti-thrombotique, vasodilatoire et cardio-protective
(Middleton et al., 2000; Ksouri et al., 2007). Ces effets sont attribuées a leur propriété
antioxydant qui est du a leurs fonctions redox impliquées dans la destruction oxydative par
neutralisation des radicaux libres, piégeage de 1’oxygene ou la décomposition des peroxydes
(Nijveldt et al., 2001).

Les polyphénols jouent des fonctions bénéfiques importantes dans deux domaines: la
phytothérapie et I'industrie alimentaire (Leong et al., 2002). Plusieurs études prouvent l'effet
positif de la consommation des polyphénols sur la sante et la prévention des maladies, a cause
de leur activité antioxydante qui assure une bonne conservation des denrées alimentaires en
empéchant la peroxydation lipidique. Actuellement, les industriels commercialisent des
aliments riches en polyphénoles. L'application pratique des polyphénoles en industrie
cosmétique apparait dans la lutte contre la production des radicaux libres néfastes pour la
peau (Hennebelle et al., 2004).

11.3.2.1. Polyphénols et cancer

L'action des composés phénoliques sur les lignées des cellules cancéreuses humaines
permet d’en protéger et de réduire le nombre de tumeurs et leur croissance (Scalbert et al.,
2005). Ces composés se réagirent par plusieurs mécanismes telles que: 1’activité
oestrogénique ou antioestrogénique, effets antiprolifératifs, induction de I’arrét du cycle

cellulaire ou de I’apoptose, prévention du stress oxydant, activité anti-inflammatoire et le
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changement de la signalisation cellulaire (Garcia-Lafuente et al., 2009).

11.3.2.2. Ré6le antioxydant des polyphénols

Les polyphénoles ont des propriétés antioxydantes et sont capables de capter les
radicaux libres produits en permanence par 1’organisme ou formés en réponse aux agressions
environnementales (polluants,cigarette, infections...) tels que Oz (anion superoxyde), HO>
(radical perhydroxyle ou hydroperoxyle: H-O-0O%), H20. (peroxyde d’hydrogéne), HO’
(radical hydroxyle), RO" (radical alkoxyle), ROO" (radical peroxyle) et I’O2 (Mukhtar et al.,
2000).

La capacité des polyphénols a neutraliser les radicaux libres est due a la richesse de
leurs structures en résidus hydroxyles. Ils sont considérés comme des antioxydants primaires
et radicalaires qui permettent de ralentir la formation des radicaux libres et interrompre la
chaine auto-catalytique. toutefois, les mécanismes des polyphénols ayant des effets
bénéfiques sur la santé via une action antioxydante ne sont pas élucidés (Spencer et al.,

2001). Les polyphénols peuvent agir selon différents mécanismes:
1. L’inhibition enzymatique

Des études in vitro indiquent que les polyphénols ont la capacité de se lier a des
proteines. Dans le cas des flavonoides, ils permettent I'inhibition d'un grand nombre enzymes
(Haslam, 1996; Havesteen, 2002), la modulation du fonctionnement de divers récepteurs

ainsi que des processus de transcription de certains genes.

En plus des effets antioxydants, ces interactions, qui sont encore a valider in vivo,
peuvent étre a la base des effets bénéfiques des flavonoides. Par exemples, les acides
hydroxycinnamiques sont des inhibiteurs de protéines de coagulation (la thrombine et le

facteur Xa) qui peuvent agir comme anticoagulants (Monien et al., 2006).

Les polyphénols, particulierement les flavonoides, inhibent la production des especes
réactives oxygénées (EOR) par formation du complexe inhibiteur-enzyme et/ou par piégeage
directe des EOR (Dangles et al., 2006; 2008). Cette double procédure est bien expliquée dans
le cas de la xanthine oxydase, une enzyme qui est connue comme une source biologique
importante pour le superoxyde oxydatif. Une étude sur la goutte (Hansaki et al., 1994), a
montré que les flavonoides peuvent agir sur lactivité de la xanthine oxydase
et peuvent donc protéger contre cette maladie en réduisant les concentrations d’acide urique

et celles du radical superoxyde dans les tissus humains.
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2. Chélation des ions métalliques

Les ions du fer ou de cuivre sont essentiels pour de nombreuses fonctions
physiologiques. Ils s’impliquent surtout dans la composition des hémoprotéines et des
cofacteurs d’enzymes du systéme de défense antioxydant (par exemple, les ions du fer pour la
catalase, et ceux du cuivre pour le superoxyde dismutase), mais ils agissent aussi pour
produire des radicaux hydroxyles en réduisant le peroxyde d’hydrogéne. Les polyphénols qui
se trouvent dans les plantes et dans les aliments sont considérés comme de bons agents

chélateurs des ions métalliques (Morris et al., 1995; Brown et al., 1998; Hider et al., 2001).
3. Piégeage des radicaux libres

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été largement étudiée pour
déterminer les principaux éléments de I’activité antioxydante. A cause de leur faible potentiel
redox (Jovanovic et al., 1994), les flavonoides (FI-OH), sont thermodynamigquement
capables de réduire les radicaux superoxydes, peroxyles, alkoxyles et hydroxyles plus vite
par transfert d’hydrogéne.(Laouini, 2014).

11.3.2.3. Protection contre les maladies cardiovasculaires

L’effet protecteur des polyphénols sur le systeme cardiovasculaire est de mieux en
mieux connu. Selon une étude néerlandaise, le taux de mortalité par les maladies
coronariennes s’est diminué chez les hommes agés a cause de la consommation des alimentes
riches en flavonoides (Hertog et al., 1995). La prévention de ce type de pathologies se fait par
I’intervention des mécanismes d’action des polyphénols via l'inhibition de l'oxydation du
LDL, l'agrégation des plaquettes et de la formation des cellules spumeuses dans les aortes
(Scalbert et al., 2005).
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II1. Méthodes d’extraction des composés bioactifs

Le grand intérét des métabolites secondaires a poussé les recherches dans le cadre des
études phytochimiques et biologiques (Jones et Kinghorn, 2006). L’extraction de ces
composés bioactifs consiste a séparer les parties médicinales actives des composants inactifs
ou inertes en utilisant des solvants sélectifs (Handa, 2008). L’efficacité de I’extraction réside
dans la sélection et la préparation minutieuse des échantillons toute en faisant des recherches
approfondies afin de trouver des protocoles qui conviennent a une classe particuliere de
composés ou d'especes de plantes. Le choix du procédé idéal garantit une réduction des
contaminations par des composes interférents et d’empécher la décomposition d'importants
métabolites ou la formation d'artefacts en raison des conditions d'extraction ou d’impuretés du
solvant (Jones et Kinghorn, 2006). Plusieurs procédures d'extraction sont a distinguer et qui

peuvent étre classées en deux catégories: conventionnelle et alternative.

111.1. Méthodes conventionnelles

Les techniques conventionnelles sont des méthodes anciennes utilisées pour avoir a
partir des plantes, difféerentes substances phytochimiques. Elles regroupent plusieurs méthodes

differentes (Nguyen van, 2010).

111.1.1. Macération

La macération est une technique courante qui sert a extraire de petites quantités de
substances végetales en laboratoire, car elle peut étre effectuée commodément dans des
Erlenmeyers (Jones et Kinghorn, 2006). Elle est largement adoptée et utilisée dans la

recherche sur les plantes médicinales et dans la vinification (Azwanida, 2015).

Cette technique se base sur le trempage des matieres végétales (grossieres ou en
poudre) dans un récipient contenant un solvant approprié, qui peut étre renouvelé plusieurs
fois, et fermé avec du parafilm ou du papier aluminium pour empécher I'évaporation, puis
laissé sous agitation fréquente a température ambiante pendant une période minimale de 3
jours (Fig. 9). Le traitement sert a adoucir et briser la paroi cellulaire du tissu végétal afin de
libérer les composés phytochimiques solubles. Aprés 3 jours, le mélange est pressé et filtré
puis concentrer par évaporation du solvant. Dans cette méthode conventionnelle, la chaleur
est transférée par convection et conduction, dont le choix du solvant déterminera le type du

composeé a extraire (Azwanida, 2015).

La simplicité, la facilit¢ de mise en ceuvre, le faible colt et la possibilité d’augmenter

I’échelle d’extraction sont les principaux avantages de la méthode (Jones et Kinghorn, 2006;
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Mandal et al., 2015; Colvin, 2018). Cependant, elle n’assure pas une extraction complete du
composé recherché qu’apres trois changements du solvant d’extraction, au minimum. De plus,
des contaminations bactériennes sont revélées si le solvant utilisé est I’eau (Nguyen van,
2010; De Silva et al., 2017).

Figure 9: La technique de macération (Mwangi, 2018).

111.1.2. Extraction par Soxhlet

L’extraction par Soxhlet, est une technique standard utilisée pendant longtemps et se
considéere comme la référence principale pour évaluer la performance des autres méthodes

d’extraction solide-liquide (Nguyen van, 2010).

Au niveau de I’appareil Soxhlet (Fig. 10), I'échantillon est introduit dans une cartouche
qui pendant toute l'opération est progressivement lavé par un solvant frais ou une combinaison
de solvants par évaporation a partir d'un ballon de distillation. Lorsque le liquide parvient le
niveau de débordement, un siphon aspire le solvant d'extraction de la cartouche et le décharge
a nouveau dans le ballon de distillation, transportant les composés extraits dans le liquide en

vrac. Cette opération est répétée jusqu'a I'extraction compléte (Mandal et al., 2015).

Du méme que la macération, 1’extraction par Soxhlet est une méthode simple, non
couteuse et qui ne nécessite pas une étape de filtration. Cependant, elle présente des limites
comme la consommation des volumes importants du solvant et le temps prolongé

d’extraction, ce qui peut dégrader les composeés cibles (Nguyen van, 2010).
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Figure 10: Extraction par Soxhlet (Guntero et al., 2017).

111.1.3. Extraction par I’eau

Malgré que les médicaments traditionnels soient préparés généralement par extraction a
l'eau sous forme d'infusions (trempage dans de l'eau chaude ou froide) ou de décoctions
(extraction a l'eau bouillante); de nombreux chercheurs ne preferent pas de travailler avec des

extraits aqueux pour plusieurs raisons:

— La difficulté de séparation des constituants solubles dans l'eau par des méthodes
conventionnelles comme la chromatographie sur gel de silice.

— Vu le haut point d'ébullition de I'eau et de sa tension superficielle élevée, le processus
de concentration des extraits d'eau par un évaporateur rotatif est tres difficile.

— L'eau n'est pas un solvant idéal pour l'extraction de nombreux constituants végétaux
biologiquement actifs. Il assure une extraction préferentielle des composés polaires,
bien que certains composes hydrophobes soient également extraits en raison de la co-
solubilité et du fait que la polarité de I'eau diminue a des températures élevees (Jones
et Kinghorn, 2006).

111.2. Méthodes alternatives

111.2.1. Extraction assistée par microondes

Les microondes ou hyperfréquences sont des ondes électromagnétiques avec une
fréquence allant de 300 MHZ a 300 GHZ, dont la fréquence la plus utilisée est de 2450 MHz,
ce qui correspond a une longueur d’onde dans I'air de 12,2 cm (Kaufmann et Christen,

2002).
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Le principe du chauffage par micro-ondes est fondé sur l'effet direct des micro-ondes
sur les molécules par conduction ionique et rotation dipolaire (Fig. 11). Ces deux mécanismes
ont lieu simultanément généralement dans de nombreuses applications. Lorsqu’un champ
électromagnétique est appliqué, une migration électrophorétique des ions est subie, c’est la
conduction ionique. La résistance de la solution a ce flux d'ions entrainera un frottement
et donc chauffera la solution. La rotation des dipdles signifie le réalignement des dipGles avec
le champ appliqué. A 2450 MHz, qui est la fréquence utilisée dans les systémes commerciaux,
les dipbles salignent et randomisent 4,9x10° fois par seconde et ce mouvement moléculaire

forcé entraine un échauffement (Eskilsson et Bjérklund, 2000).

Par comparaison au Soxhlet, ’extraction par microondes est plus rapide et exige des
volumes faibles en solvant afin d’assurer des rendements plus élevés. Néanmoins, elle

présente quelques inconvénients:

- Laméthode est limitée en termes de solvants et de nature de la matiere solide;

- Les composes thermolabiles ne peuvent pas étre extraits;

- Le solvant doit posséder une propriété diélectrique pour donner un meilleur rendement
(Kaufmann et Christen, 2002; Mandal et al., 2015; Rocchetti et al., 2019).

Water outiet

High electric field

Microwave
equipment

<€ Water inlet

Molecular rotation and polarization

Hea! transler

Figure 11:Systéme d’extraction par microonde (Barba et al., 2016).

111.2.2. Extraction assistée aux ultrasons

Les ultrasons sont des fréquences supérieures a 20 kHz, qui est le seuil de détection
auditive humaine. La source de sortie de 1’ultrason est généralement un corps vibrant, qui fait
vibrer le milieu environnant, puis ’onde ultrasonore transfere 1’énergie a d’autres particules
voisines. La puissance, la fréquence et ’amplitude sont les principaux paramétres jouant un

réle vital dans le processus de sonication (Wen et al., 2018).
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Les ultrasons peuvent produire la cavitation, les vibrations et 1’écrasement dans le
milieu d’extraction. Ces effets peuvent briser la paroi cellulaire et s’appliquer avec succes
dans les processus d’extraction des composants du produit naturel. Lorsque les ondes
ultrasonores sont en contact avec la surface du matériel végétal, les bulles de cavitation
s’effondrent et des micro-jets rapides s'orientent vers la surface du matériel végétal. Ces
derniers provoquent la décomposition de la paroi cellulaire et 1’exsudation du contenu
cellulaire, de sorte que divers composés peuvent étre extraits des plantes naturelles (Wen
et al., 2018). Le tableau Il résume les différents avantages et inconvénients liés a 1'utilisation

des ultrasons pour I’extraction des métabolites secondaires des plantes.

Tableau Il: Avantages et inconvénients de 1’extraction par ultrasons (Mandal et al., 2015;
Dzah et al., 2020).

Avantages Inconvénients

Rendement élevé Les effets d'ultrasons sur le rendement d’extraction

peuvent étre liés a la nature de la matrice végétale

Temps d'extraction réduit La quantité de puissance dissipée du bain dans le systéme

analytique n’est généralement pas trés importante

La capacité de conserver l'activité | L’intensité élevée de I’irradiation peut produire des
biologique des composés extraits espéces radicales pouvant interférer avec les composés

extraits
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Matériel et Méthodes

Une partie de ce travail a été réalisée au sein de la faculté SNV-ST, au niveau des
laboratoires de Biochimie et de Microbiologie (Département de Biologie). En vue de la
conjoncture difficille que notre pays traverse et dans I’impossibilité de déplacer durant le
confinement appliqué depuis le mois de Mars, on était dans I’obligation de cesser les

manipulations sans avoir les résultats prévus de notre étude.

. Matériel

I.1. Matériel non biologique

L’ensemble du matériel utilisé au cours de cette procédure est récapitulé dans le tableau I11.

Matériel et méthodes

Tableau I11: Liste du matériel non biologique utilisé pendant I’expérimentation.

Réactifs et produits chimiques

Verrerie et petit materiel

Appareils

Ethanol 96%

Spatule

Flacon

Ballon & fond rond 250 mL
Erlenmeyers 250 mL
Béchers

Fioles 250 mL

Entonnoirs

Parafilm, coton

Papier filtre wattman N°1
Eprouvette: 10 mL, 25 mL
Micropipette: 100-1000 uL

Cartouche de Soxhlet

Agitateur magnétique (Jlab Tech)
Balance analytique (KERN)
Hotte chimique (Cruma 670)
Bain Marie (Nuve Bath)

Bain a ultrasons (SELECTH)
Rota-vapeur (Stuart)

Etuve (Venticell)

Soxhlet (BEHR)

Broyeur éléctrique (NEUFU)

I.2. Préparation du matériel végeétal

Les fruits de M. pomifera ont été récoltés au mois de Novembre 2019 dans la Wilaya de
Sétif. Au niveau du laboratoire, les échantillons ont été lavés par 1’eau de robinet afin de
débarrasser de la poussiére, puis conserver a I’ombre dans un endroit sec et aéré. Les fruits sont

découpés par la suite en petits morceaux, puis séchés a I’étuve a 37°C pendant une semaine. Les
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échantillons séchés sont stockés dans un récipient en verre recouvert par le papier aluminium
afin d’éviter la photo-oxydation qui peut altérer la composition en substances bioactives. Les
fruits séchés sont broyés a I’aide d’un mixeur électrique afin d’obtenir une poudre fine avant de

proceder aux différentes méthodes d’extraction (Fig. 12).

Figure 12: Aspect des fruits de M. pomifera récoltés a I’état frais, séchés et la poudre obtenue
apres broyage.

Un certain nombre de fruits de M. pomifera récoltés (a 1’état frais) ont été utilisés sans
passer par une étape de séchage, afin d’extraire le latex blanc. Pour cela, nous avons procede a
découper les fruits en deux morceaux avec un couteau propre. Le latex a été récupéré dans des
tubes coniques via un entonnoir. L’application d’une pression sur les morceaux est nécessaire
afin de libérer a chaque fois le maximum du latex. Ce dernier a été conservé au congélateur avant

de passer a I’étape de centrifugation, qui indispensable pour éliminer toutes traces de particules.
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1. Méthodes
11.1. Extraction des composés phénoliques
11.1.1. Extraction par macération

On introduit dans deux Erlenmyers de 250 mL, 10 g de la poudre des fruits de M. pomifera,
puis on ajoute 33,33 mL d’éthanol 96%, ce qui correpond a un rapport de 1:3,33 (p/v). Avant de
lancer D’extraction, les deux Erlenmyers ont €té recouverts completement avec du papier
aluminium alors leurs orifices ont été fermés avec du parafilm. On les place par la suite sur une
plaque agitatrice pendant 72 h (Fig. 13). Une fois la durée est atteinte, les extraits sont récupéres
sans passer par une étape de filtration. Sur les résidus obtenus, on a ajouté 16,6 mL d’éthanol
96% afin de procéder a une deuxieme extraction pendant 48 h (MVuorela, 2005). Apres filtration,
sur coton puis sur papier Wattman N°1, les extraits des deux étapes ont été mélangés puis

conserves dans des flacons propres a 4°C.

Figure 13: Extraction des polyphénols de M. pomifera par macération.

11.1.2. Extraction par Soxhlet

Une quantité de 20 g de la poudre des fruits de M. pomifera a été introduite dans une
cartouche poreuse. Avant de placer cette derniere au niveau de I’extracteur de I’appareil, la
cartouche a été recouverte avec du coton afin d’éviter le débordement de la poudre pendant
I’extraction. Un volume de 250 mL d’éthanol 96% est mis dans un ballon & fond rond placé sur
la plaque chauffante du Soxhlet (Fig. 14). L’extraction a été réalisée pendant 6 h avec une

température de 60-70°C, jusqu’a 1’épuisement de la coloration caractéristique de la poudre.
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Apres refroidissement, I’extrait récupéré au niveau du ballon est transféré dans un flacon puis

conservé a 4°C.

Figure 14: Procédé d’extraction par Soxhlet.

11.1.3. Extraction par sonication

Dans deux Erlenmyers de 250 mL, nous avons introduit séparemment 10 g de poudre des
fruits additionnés de 33,33 mL d’éthanol 96%. Les orifices ont été fermés par le parafilm puis
coiffés avec du papier aluminium. Les deux Erlenmyers sont placés par la suite dans un bain a
ultrasons rempli avec de I’eau distillée, puis exposes aux ultrasons, en utilisant une fréquenece
fixe de 40 KHz pendant 2 h (Fig. 15). Afin d’éviter ’augmentation de la température pendant
I’extraction, 1’cau distillée du bain a été renouvelée selon les besoins. Apres 2 h, les extraits
récupérés sont filtrés a travers du coton afin de débarasser de la poudre, puis filtrés une autre fois

a l’aide du papier Wattman N°1. Les extraits filtrés sont conservés a 4°C jusqu’a I’évaporation.
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Figure 15: Extraction des composés phénoliques de M. pomifera par bain a ultrasons

11.1.4. Evaporation des extraits

Apres toutes ces extractions, une étape d’évaporation par un rota-vapeur est préconiseé
pour éliminer I’excés d’éthanol et récupérer les différents extraits phénoliques de M. pomifera.
Ces derniers sont transférés dans des petits flacons recouverts par le papier aluminium puis placé
dans I’étuve (35-40°C) afin d’éliminer les traces du solvant. Les extraits obtenus sont consérvés

a4°C et a ’ombre.

11.2. Méthodes de dosage

Les différentes techniques de dosage prévues durant notre travail ne sont pas réalisées vu la
situation du confinement appliquée afin d’éviter la propagation de la pandémie du COVID-19. Il
s’agit de détermination des rendements en polyphénols obtenus aprés chaque méthode
d’extraction, le dosage des polyphénols (Sfahlan et al., 2009), des flavonoides (Bahroun et al.,
1996) et de l’activité anti-oxydante (Djerrad et al., 2015) des différents extraits et de 1’extrait
brut.

L’estimation des activités antibactérienne (Bolou et al., 2011) et antifongique (Grover
et Moore, 1962) a eté également prévue afn d’étudier les différentes activités biologiques des

extraits phénoliques de M. pomifera par comparaison a son extrait brut.
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Résultats et discussion
|. Effet de la méthode d’extraction
I.1. Sur le rendement en polyphénols

Afin de révéler l’'influence de la méthode d’extraction sur le rendement en
polyphénols des fruits de M. pomifera, Peterson et ses collaborateurs (2000) ont choisi deux
procédés d’extraction, la macération et le Soxhlet. La partie exploitée des fruits est la croQte
(écorce) définie comme étant la partie du fruit allant de la surface externe vers l'intérieur

jusqu'a le périmetre externe de la couche de graines.

Pour chaque expérience, 250 g de la matiere végétale séchée ont été mélangés soit avec
I’hexane, le méthanol ou le dichlorométhane. Apres 24 h d’extraction pour les deux procédés,
les résultats obtenus montrent que I’extraction au Soxhlet en utilisant le méthanol assure le
meilleur rendement de 11,2% (poids d’extrait = 28 g). La substitution du méthanol par le
dichloromethane pour le méme procéde baisse le rendement en polyphénols jusqu’a atteindre
une valeur de 0,736% (extrait de 1,84 g). Du méme, un rendement plus faible de 0,308% a été

remporté avec 1’hexane.

Cette différence est principalement induite par la nature du solvant qui a une relation
étroite avec la solubilité des composes bioactifs recherchés. De plus, le premier extrait obtenu
par I’application du méthanol, présente un aspect visqueux méme apres évaporation. Les
résultats liés a cette extraction ont été interprétés sur la base de la solubilité des autres
constituants tels que I’amidon, les sucres et I'eau dans le méthanol chaud, ce qui augmente de

maniére significative la masse de 1’extrait méthanoique.

Dans une autre étude, trois méthodes d’extraction ont été choisies cette fois par Altuner
et al. (2012) afin de maximiser le rendement en polyphénols obtenus a partir des fruits de M.
pomifera. Pour cela, deux méthodes conventionnelles, la maceération et le Soxhlet, ont été
comparées a une nouvelle méthode basée sur I’application d’une haute pression hydrostatique.
En plus, deux systémes solvants ont été sélectionnés pour chaque méthode d’extraction, il
s’agit du méthanol et un mélange de solvants eau: éthanol: méthanol: acétone avec les
proportions suivantes: 2,5/2,5/2/2 (viviviv). Les quatre solvants peuvent étre classés selon leur

polarité croissante comme suivant: acétone<éthanol<méthanol<eau.

Les résultats obtenus (Tableau IV) montrent que le systeme solvant ou le cocktail
choisi assure une extraction totale supérieure par comparaison a celle obtenue par le
méthanol. Ces résultats ont été expliqués sur la base de la solubilité des polyphénols dans les

systemes solvants par effet de la différence de polarité, étant donner que le systéeme solvant
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utilisé est plus polaire par rapport le méthanol seul (Altuner et al., 2012) et tout depend de la
nature chimique (simple ou polymérisée), les propriétés structurelles et physico-chimiques des
polyphénols de M. pomifera. De plus, la présence d’une teneur plus élevée en eau dans le
systeme solvant provoque un gonflement du matériel végétal, ce qui entraine une
augmentation du contact avec le solvant, contribuant ainsi a une amélioration du rendement
d’extraction (Mahmoudi et al.,2013).

Tableau IV: Teneurs en polyphénols de M. pomifera obtenus avec différentes méthodes
d’extraction (Altuner et al., 2012).

; Teneur en polyphénols | Temps d’extraction

Méthode (ng EAG/mL)

Macération+méthanol 319 ah
Macération+Cocktail de solvants | 358

Soxhlet+méthanol 316,9 1ah
Soxhlet+ Cocktail de solvants 345

500 MPa+ méthanol 760 )

10 min

500 MPa+ Cocktail de solvants 913,2

Cependant I’extraction par haute pression hydrostatique a été la plus rentable avec un
taux en polyphénols de 913,2 ug EAG/mL d’extrait obtenu suite a I’application d’une
pression de 500 MPa pendant uniqguement 10 min. De plus, il a été révélé que le rendement en
polyphénols dans le cocktail de solvants augmente avec 1’augmentation de la pression
hydrostatique, qui est interprété par I’effet de la pression sur I’amélioration de la solubilité des

composeés phénoliques.

Il est clair selon les résultats présentés dans le tableau en dessus, que la macération est
plus efficace que I’extraction par Soxhlet pour les deux systémes solvants utilisés. Ces
résultats sont expliqués par la sensibilité de la plupart des composés phénoliques a plusieurs
facteurs de dégradation tels que la température, la présence d'oxygéne et la lumiere. En
conséquence, la méthode d'extraction par Soxhlet a donné un rendement plus faible en
composés phénoliques par rapport la macération vu qu’elle expose ces composés a une haute

température et a I'oxygene (Altuner et al., 2012).

Les composés bioactifs s’accumulent, dans la plupart des cas, dans des vacuoles situées
a Pintérieur de la cellule végétale entourée d’une paroi rigide. La température élevée peut
éclater la paroi cellulaire et libérer les composés bioactifs dans la solution d’extraction. En

raison de I’effet de chauffage, les composants de la cellule se dissolvent plus efficacement
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dans le solvant. Cependant lorsque le temps d’extraction est prolongé, il favorise la
diminution du rendement d’extraction car la température élevée entraine 1’oxydation,
I’épimérisation et la dégradation des composés désirés (Vuong et al.,2013) ;(Jiménez-
Moreno et al.,2019).

L’efficacité¢ relative des différents solvants pour I’extraction des antioxydants
phénoliques de M. pomifera a été étudiée par Schall et Quackenbush (1956). La démarche
appliquée durant cette étude est une série d’échantillons de 50 g de poudre séchée et traitée
dans un extracteur de type Soxhlet. lls ont constaté que le méthanol était le solvant le plus
efficace des autres solvants essayés (acétate d’éthyle, trichloréthylene, chloroforme) puisqu’il

présente une polarité plus ¢levée (chloroforme<acétate d’éthyle<méthanol).

Tableau V: Comparaison de I’effet des solvants sur I’extraction des antioxydants phénoliques

de M. pomifera (Schall et Quackenbush, 1956).

Solvants Rendement (%)
Acétate d’éthyle 23,9
Trichloréthyléne 18,2
Chloroforme 21,8
Meéthanol 51,8

1.2. Sur le rendement en flavonoides

Dans le travail publié par Tsao et al. (2003), deux composés phénoliques, plus
spécifiquement des isoflavones, 1’osajine et la pomiférine ont été extraits par macération a
partir de 594 g de fruits de M. pomifera découpes en petits morceaux puis trempés dans 700
mL d’acétate d’éthyle pendant 24 h. La masse de I’extrait brut sec obtenu est de 9,12 g ce qui
représente un rendement en polyphénols de 1,53%. L’osajine et la pomiférine représentent
25,7% (2,344 g) et 36,2% (3,301 g) de I’extrait brut, respectivement. La teneur des deux
isoflavones dans le fruit de M. pomifera est de 9,5 g/kg de fruit répartie en 0,39% pour
’osajine et 0,55% pour la pomiférine. Ils ont constaté que cette teneur en isoflavones est la
plus élevée par rapport a tous les travaux réalisés auparavant sur des matiéres végétales

contenant des isoflavones.

L’étude menée par Ribaudo et al. (2015) a également ciblé ces deux isoflavones, dont
I’extraction par Soxhlet a partir de 200 g de fruits de M. pomifera dans 1 L de I’éther di-

éthylique pendant 16 h a été le procédé choisi cette fois. L’étape d’extraction a été précédée

29



Chapitre 111 Résultats et discussion

par une délipidation avec 1 L de I’éther de pétrole pendant 48 h. Les rendements obtenus sont
plus faibles par rapport 1’étude précédente et correspondent a 4 g (2%) d’osajine et 0,7 g
(0,35%) de pomiférine.

1. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Dans la majorité des travaux, ’estimation de la teneur en polyphénols extraits a partir

des fruits de M. pomifera a été réalisée par la méthode colorimétrique au Folin-Ciocalteu.

Orhan et al. (2016) ont révélé un taux moyen en polyphénols de I’ordre de 196,06+2,75
mg EAG/g d’extrait sec, suite a I’utilisation de I’acétate d’éthyle comme le solvant
d’extraction. Ce taux a été diminué apres la substitution de ce solvant par I'un des solvants
indiqués dans le Tableau VI jusqu’a atteindre la valeur la plus faible de 24,41+0,31 mg

EAG/g d’extrait sec en présence de 1’éthanol.

Tableau VI: Teneurs en polyphénols totaux et flavonoides des différents extraits de M.
pomifera (Orhan et al., 2016).

Teneurs en polyphénols Teneurs en flavonoides
Solvant d’extraction | (mg EAG/g d’extrait) (mg E.Quercetine/g d’extrait)
Acétate d’éthyle 196,06+2,75 66,13+4,30
Ethanol 24,41+0,31 1,25+0,26
Eau distillée 47,66x1,17 11,23+2,42
n-butanol 64,76+1,62 10,22+0,45

Peu des travaux deja réalisés sur les polyphénols de M. pomifera s’intéressent a la
détermination de la teneur en flavonoides totaux. Selon notre recherche bibliographique, un
seul article celui publié par Orhan et al. (2016) ont signalé que la concentration en
flavonoides totaux des extraits de fruits de M. pomifera est de ’ordre de 1,25+0,26 mg
E.Quercetine/g d’extrait sec obtenu aprés une extraction avec 1’éthanol (Tableau VI). La
substitution de ce solvant par ’acétate d’éthyle augmente de maniére trés significative la
teneur en flavonoides pour atteindre la valeur de 66,15 £ 4,30 mg E.Quercetine/g d’extrait
sec. L’estimation de ces teneurs a été procédée selon la méthode colorimétrique au chlorure

d’aluminium.

Dans une étude qui a ciblé cette fois les polyphénols de 1’écorce des racines de M.
pomifera, un taux tres proche a été trouvé par Teixeira et al. (2009) de I’ordre de 186,96 mg
E.catéchine/g d’extrait. Ce taux a été assuré par une nouvelle méthode d’extraction basée sur

le broyage dans un mortier en verre en présence du sable de mer et du n-hexane. Il est a noter
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que le rendement en polyphénols totaux obtenus a partir de 150 mg d’échantillon était 73 mg
(48,67%) ce qui reflet la richesse de I’écorce des racines de M. pomifera en composes
phénoliques, ou macluraxanthone représente le constituant majoritaire (1,374 g/100g de

poudre) avec une absence totale de I’osajine et la pomiférine.

Selon les travaux déja publiés, le rendement en polyphénols achevé par Teixeira et al.
(2009) est le plus éleve par rapport aux résultats obtenus avec le fruit de M. pomifera. La
différence entre les teneurs en polyphénols de ces travaux est due a plusieurs facteurs qui
influent le rendement d’extraction en ces composés. Parmi ces parametres, on peut se référer:
la méthode et le solvant d’extraction, le temps d’exposition au solvant, les conditions
climatiques et environnementales dans lesquelles la plante a été cultivée et qui peuvent

influencées la qualité des échantillons, la sensibilité de la méthode de dosage,...

Dans une autre étude, les polyphénols contenant dans I’huile des graines de M. pomifera
ont été doseés apres leur extraction (Fatnassi et al., 2010). L’extraction de 1’huile a été réalisée
par Soxhlet via ’hexane pendant 8 h. Par la suite, les polyphénols ont été extraits deux fois
par le méthanol a partir de 2 g d’huile par la technique de macération pour obtenir un extrait
méthanoique. Les résultats de dosage démontrent que le contenu en phenols totaux dans

I’huile des graines de M. pomifera est faible correspondant a 8,5 mg/100g d’huile.

I11. Evaluation de P’activité antioxydante

L'activité antioxydante des composés phénoliques est considérée comme étant
principalement due a leurs propriétés redox qui leur permettent dagir comme agents
réducteurs (Orhan et al., 2016).

L’estimation de D’activité antioxydante de D’extrait de fruits de M. Pomifera a été
évaluée le plus souvent par deux a trois méthodes: piégeage du radical libre (DPPH"), la
réduction au chlorure ferrique (FRAP) et le test d’ABTS. La majorité des travaux réalisés sur
ce type d’activité visent les flavonoides extraits de la plante de M. pomifera plus de

déterminer celles induites par les extraits bruts en polyphénols totaux.

L’activité antioxydante de la pomiférine et ’osajine isolés des fruits de M. pomifera par
Vessela et al. (2004) expriment des taux d’inhibition du radical DPPH de 1’ordre de 17+2%
et 3+1%, respectivement, pour la méme concentration testée de 7 uM. La conclusion tirée a
partir des résultats obtenus est que la pomiférine présente une activité antioxydante plus
élevée par rapport a certains standards, catéchine et acide urique, habituellement utilisés

comme des références durant les différents tests spécifiques a cette activité.
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L’étude réalisée par Hamed et Hussein (2005) montre que I’extrait cétonique des fruits
de M. pomifera est caractérisé par un pourcentage d’inhibition de ~52,86% pour une
concentration de 1 mg/mL du méthanol mesuré par le test DPPH. Le fractionnement de cet
extrait par chromatographie sur gel de silice conduit a la séparation de I’osajine et la
pomiférine des autres constituants. Ces deux composés phénoliques exercent des taux
d’inhibition de 16,38% (osajine) et 85,52% (pomiférine) testés avec la méme concentration (1

mg/mL).

Les travaux de Teixeira et al. (2009) ont démontré la grande capacité de 1’extrait
phénolique de I’écorce des racines de M. pomifera a nettoyer le radical libore DPPH. Un
pourcentage d’inhibition de 92,5% a été assuré par une quantité¢ de 60 pg d’extrait sec dissout
dans 20 pL d’un solvant approprié. Par contre, ’extrait obtenu & partir des feuilles de Ficus
carica (méme famille que M. pomifera, Moraceae) nécessite une concentration de 300 pg
d’extrait sec afin d’atteindre le méme pourcentage d’inhibition. L’activité antioxydante de
I’extrait de M. pomifera a été également évaluee par le test d’ABTS, ou les résultats obtenus
sont trés proche de ceux liés a I’inhibition du radical DPPH, avec une inhibition compléte de
100% assurée par les mémes concentrations précédemment précisées. Le macluraxanthone
(13,76 mg/g d’écore de racines) participe avec seulement 20% de I’activité antioxydante de

cet extrait (80% est di aux autres xanthones présents dans 1’extrait total).

Orhan et al. (2016) ont déterminé les activités antioxydantes de quatre extraits
différents des fruits de M. pomifera déja détaillés dans le Tableau VI et trois composes
purifiés a partir de ces extraits: la pomiférine, ’osajine et le macluraxanthone. Ils ont révélé
que I’extrait d’acétate d’éthyle est capable d’atteindre un pourcentage d’inhibition du radical
DPPH de ~70% pour une concentration de 250 png d’extrait/mL d’éthanol. Par contre, les
autres extraits assurent, pour la méme concentration, des taux d’inhibition inférieurs a 20%.
Parmi les trois composés phénoliques purifiés, le macluraxanthone exerce le taux d’inhibition
le plus ¢élevé (~92%), suivi par la pomiférine (~80%) et en dernier 1’0osajine avec un taux

d’inhibition inférieur a 10%. Ces taux ont été obtenus avec une concentration de 100 pg/mL.

Les résultats obtenus par I’ensemble de ces chercheurs permettent de conclure que:

- Le macluraxanthone s'est avéré le plus actif en tant qu'antioxydant que la
pomiférine ;

- Certains travaux ont négligé complétement I’activité antioxydante de I’osajine ;

- La présence de ces composés au niveau de leurs extraits d’origine réduit leur

activité antioxydante, ce qui indique que la purification de ces composés
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phénoliques est trés importante afin d’exploiter au maximum les différentes

propriéetés liées a leur activité antioxydante.

Les propriétés antioxydantes du macluraxanthone ont été étudiées pour la premiére fois
par Teixeira et ses collaborateurs (2009). Ils ont suggéré que ce composé a une capacité
antioxydante similaire a la rutine. Cependant, la majorité des autres travaux publiés ont ciblé
les deux isoflavones, la pomiférine et I’osajine, vu leur abondance a c6té du scandenone et
’auriculasine dans les fruits de M. pomifera (Kupeli et al., 2006) et donc probablement les
responsables des différentes propriétés thérapeutiques de cette partie de la plante.

Le macluraxanthone est un xanthone catécholique, qui a deux groupes 5,6-dihydroxyle
non protégés au niveau du cycle B (Fig. 16). Ce type de structure semble étre d'une grande
importance pour l'activité de piégeage des radicaux des xanthones. Dans leur processus
d'oxydation, les xanthones se transforment en quinones en libérant deux électrons. Cependant,
lorsque l'un des groupes hydroxyle dans le diol vicinal est protégé, la libération n'est pas
possible et les activités anti-radicalaires diminuent nettement (Teixeira et al., 2009).

A partir de la méme figure, on constate que la différence entre 1’osajine et la pomiférine
réside uniquement au niveau d’un seul groupement hydroxyle en position 3°. Cette
modification a été trés largement suffisante afin de supprimer ’activité antioxydante de
I’osajine. Ceci est di au fait que la structure de 1’osajine possede moins de groupement-OH

(type phénolique) pouvant agir comme donneur d’hydrogene que la pomiférine.

4\ ‘
S

‘\\%\ B /\ y ) .\\ - R
; OH 0 N M
Z SoH

I R=H (Osajin)
2 R= OH (Pomiferin)

OH (o]
Macluraxanthone

Figure 16: Structure chimique de I’osajine, la pomiférine et le macluraxanthone

(Teixeira et al., 2009; Orhan et al., 2016).

D’autre part, ’activité antioxydante de 1’huile des graines de M. pomifera, indique un
pourcentage d’inhibition de 50% pour un extrait de 5,2 g d’huile contenant 1,30 mg de
polyphénols. La figure 17 montre la courbe de réduction en % de DPPH restant en fonction

de la quantité de polyphénols (mg) (Fatnassi et al., 2010).
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Remaining DPPH (%)

Poids de polvphénols
(mg)

Figure 17: Pourcentage du DPPH restant en fonction de la concentration en polyphénols dans

I’huile des graines de fruits de M. pomifera (Fatnassi et al., 2010).

La détermination de I’activité antioxydante via le test FRAP réalisé par Tsao et al.
(2003), a prouvé que la pomiférine est plus active que le BHT, le FeSOset le a-tocophérol.
Par contre, elle est plus faible par comparaison a la vitamine C (acide ascorbique) et le
Trolox, un analogue hydrosoluble de la vitamine E. Les résultats de ce test confirment que

l'osajine n'avait aucune activité antioxydante.

Le pouvoir réducteur de chaque extraits de fruits de M. pomifera mesuré par le méme
test sont résumé dans le Tableau VII. Les résultats sont donnés en valeurs d’absorbance
mesurées a 700 nm, ou plus ’absorbance est élevée plus I’activité antioxydante est grande. La
méme concentration de 125 pg/mL a été utilisée pour mesurer le pouvoir réducteur des
extraits et des composés flavonoides purifiés. Les résultats illustrés dans ce tableau sont en
concordance avec ceux spécifiques du test DPPH précedemment détaillés. Une autre fois,
cette étude prouve a travers le dosage du pouvoir réducteur que le macluraxanthone est

I’antioxydant le plus actif par comparaison a la pomiférine et ’osajine (Orhan et al., 2016).
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Tableau VII: Résultats du test FRAP des différents extraits et flavonoides de M. pomifera
(Orhan et al., 2016).

Type d’extrait/composé Pouvoir réduct\eur FRAP
(Absorbance a 700 nm)
Acétate d’éthyle 1,237+0,048
Ethanol 0,401+0,011
Eau distillée 0,484+0,009
n-butanol 0,580+0,008
Osajine 0,354+0,007
Pomiférine 0,926+0,018
Macluraxanthone 0,942+0,038
Standard (quercétine) 2,027+0,018

1V. Evaluation de Pactivité antibactérienne

Le traitement des infections bactériennes repose principalement sur I’utilisation des
antibiotiques. Pour cela la recherche s’oriente vers la découverte de nouvelles voies qui
constituent une source d’inspiration de nouveaux médicaments a base des plantes comme
agents antimicrobiens dans le but de résoudre les probléemes associés aux développement des

résistances bactériennes contre les antibiotiques synthétiques.

IV.1. Activité antibactérienne des polyphénols

L’activité antibactérienne de I’extrait de fruits de M. pomifera cultivée dans la région
d’Izmir (Tiirkiye) a été testé contre 20 souches bactériennes afin d’évaluer son activité contre
les différents germes a Gram® et a Gram™ (Canli et al., 2017). L’extrait a été préparé par
macération dans 1’éthanol pendant 48 h a température ambiante. Par la suite, 1’activité
antibactérienne a été essayée avec trois concentrations différentes d’extrait correspondant a 4
mg, 8 mg et 12 mg dilué dans 30, 100 et 150 pL d’éthanol/disque. Toutes les souches

bactériennes sont incubées & 37°C pendant 24h en contact de 1’extrait éthanoique.

Les résultats obtenus (Tableau VII1) montrent que I’extrait phénolique de M. pomifera
présente une activité contre 11 souches bactériennes (E. durans, K. pneumoniae, P.
fluorescens P1, S. typhimurium SL 1344, S. epidermidis DSMZ 20044, P. vulgaris (CI), L.
innocula, E. faecium) avec des zones d’inhibition comprises entre 7 et 13 mm. Pour la
majorité de ces souches, nous constatons une sensibilité un peu stable a I'effet de ’extrait
phénolique malgré 1’augmentation du volume de I’extrait utilisé et qui est traduite par des

zones d’inhibition assez proches et parfois méme stables (le cas de S. aureus ATCC 25923).
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Une seule souche celle d’E. faecalis ATCC 29212 a été sensible a partir de la concentration la
plus élevée contrairement aux autres souches sensibles. Les autres souches ont été totalement
résistantes malgré ’augmentation de la concentration de I’extrait jusqu’a 5 fois. D’aprés ces
résultats on peut conclure que les bactéries Gram™ sont plus résistantes par rapport aux

bactéries Gram® contre les composants bioactifs de M. pomifera.

L’extrait a été également testé contre une seule souche de levure Candida albicans,
mais elle était insensible a D’effet des trois concentrations choisies suite a une incubation

durant 48 h a 27°C.

Tableau VIII: Résultats des tests de diffusion sur disque pour I’extrait éthanoique de M.
pomifera (zones d’inhibition en mm) (Canli et al., 2017).

Concentration en extrait déposée
. (mg)/disque
Bactérie/levure 4 ) 12

Bacillus subtilis DSMZ 1971 - - -

Enterobacter aerogenes ATCC 13048 - - -

Enterococcus durans 7 8 9
Enterecoccus faecalis ATCC 29212 - - 7
Enterecoccus faecium 9 10 11

Escherichia coli ATCC 25922 - - -

Escherichia coli (CI) - - -

Klebsiella pneumoniae 7 8 9

Listeria innocua 8 9 9

Listeria monocytogenes ATCC 7644 - - -

Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071 - - -

Pseudomonas fluorescens P1 7 9 9

Proteus vulgaris (CI) 9 11 13

Salmonella enteritidis ATCC 13075 - - -

Salmonella infantis - - i

Salmonella kentucky - - -

Salmonella typhimurium SL 1344 7 8 9
Staphylococcus aureus ATCC 25923 8 8 8
Staphylococcus aureus (CI) 10 11 13
Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044 8 9 10

Candida albicans DSMZ 1386 - - R

(-) : Absence d’inhibition
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IV.2. Activité antibactérienne des flavonoides

L’activité antimicrobienne de deux composants isoflavones, la pomiférine et I’osajine
isolés a partir des fruits de M. pomifera, a été évaluée par Mahmoud, (1981). Les deux
composés ont été purifiés a partir de D’extrait brut par fractionnement sur gel de silice.
L’activité antibactérienne a été testée contre cinq souches (Staphylococcus aureus 137009,
Escherichia coli 9637, Salmonella gallinarum 9184, Klebseilla pneumoniae 10031,
Mycobacterium smegmatis) selon la méthode de dilution sur gélose par comparaison a

I’antibiotique, le sulfate de streptomycine.

Les résultats trouvés (Tableau 1X) montrent que la pomiférine et ’osajine présentent
une activité intéressante contre toutes les souches testées, surtout dans le cas de M. smegmatis
ou une concentration de 6,25 pg/mL, pour les deux composeés, a été largement suffisante pour

inhiber la croissance.

La méme efficacit¢ d’inhibition que I’antibiotique de référence, le sulfate de
streptomycine, a été observée dans le cas de pomiféerine pour E. coli 9637 et S. gallinarum

9184. Par contre, I’0sajine, a été plus active que I’antibiotique contre S. gallinarum 9184.

Tableau IX: Concentration minimale inhibitrice (ug/mL) de la pomiférine et I’0sajine
(Mahmoud, 1981).

Composé
Sulphate de Pomiférine Osajine
Streptomycine
Staphylococcus aureus ATCC 13709 3,1 25 25
Escherichia coli ATCC 9637 12,5 12,5 25
Salmonella gallinarum ATCC 9184 25 25 12,5
Klebseilla pneumoniae ATCC 10031 1,56 25 25
Mycobacterium smegmatis 0,78 6,25 6,25

Les polyphénols notamment surtout les tannins et les flavonoides sont reconnus par leur
toxicité vis-a-vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre du a I’inhibition
des enzymes hydrolytiques (protéases et les glucosidases) ou d’autres interactions pour
inactiver les protéines de transport et de I’enveloppe cellulaire et les adhésines microbiennes
(Cowan, 1999). Le mécanisme d’action des effets antimicrobiens des flavonoides est tres

complexe. Parmi les hypotheses avancées, on suggere :

e Inhibition de la synthése des acides nucléiques (Hilliard, 1995).
¢ Dblocage des fonctions de la membrane cytoplasmique (Tsuchiya et al., 2000).
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e privation de substrat nécessaire a la croissance microbienne.
e Inhibition du métabolisme énergétique de la cellule microbienne (Haraguchi et al.,
1998).

V. Evaluation de ’activité antifongique

Selon notre recherche, aucun travail n’a été publié sur ’activité antifongique des
extraits obtenus a partir des fruits de M. pomifera. Par contre, une étude réalisée par Barnes et
Gerber (1955), indique que les stilbénes extraits a partir du bois de 1’oranger des Osages

présentent un effet toxique sur les champignons.

L’effet toxique de la substance isolée, 2,3",4,5 -tétrahydroxystilbéne, a été testé contre
13 souches fongiques, comprenant des moisissures et des levures: Myrothecium verrucnrin,
Pullularia pullulans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Candida albicans,
Microsporum azrdouini, Penicillium notitum, Rhodotorula glutinis, Saccharomyces
cerevisiae, Ceratostomella ulmi, Fusarium bulbigenum, Microsporum canis et Trichophyton

mentagrophytes.

La substance d’intérét a été extraite a ’eau bouillante pendant 1 h. Par la suite et afin
d’obtenir cette substance sous forme purifiée, I’extrait obtenu a subi différents traitements a
I’éther et ’acétone puis passé a travers une colonne contenant le gel de silice. La procédure
adoptée assure un rendement qui varie entre 0,5 et 1% en 2,3",4,5 -tétrahydroxystilbene.
L’activité antifongique a été évaluée par 1’inoculation du milieu de culture liquide (bouillon a
I’extrait de malt) ensemencé auparavant par les spores de chaque moisissure. L’effet
antifongique a été évalué visuellement ou apres la détermination du poids sec des cultures

fongiques obtenus aprés 2-4 jours d’incubation a 22-32°C.

Les résultats obtenus (Tableau X) indiquent que le bois de M. pomifera a une activité
inhibitrice trés efficace contre quatre champignons: Myrothecium verrucnrin, Pullularia
pullulans, Microsporum canis et Trichophyton mentagrophytes avec une faible activité contre
Fusarium bulbigenum. La concentration assurant ces résultats est de 0,2 mg/mL d’ecau
distillée stérile. Les autres souches ont été résistances a I’action du 2,3°,4,5-
tétrahydroxystilbene. Les chercheurs ont conclu que le bois de M. pomifera résiste a la

pourriture grace a sa richesse en 2,3",4,5 -tétrahydroxystilbéne a une teneur de 1%.
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Tableau X: Effet antifongique du 2,3",4,5 -tétrahydroxystilbéne extrait du bois de M.

pomifera (Barnes et Gerber, 1955).

Microorganismes

Inhibition de la croissance

Myrothecium verrucaria Compléte
Pullularia pullulans Compléte
Aspergillus fumigatus /
Aspergillus niger /
Candida albicans /
Microsporum audouini /
Penicillium notatum /
Rhodotorula glutinis /
Saccharomyces cerevisiae /
Ceratostomella ulmi /
Fusarium bulbigenum Partielle
Microsporum canis Compléte
Trichophyton mentagrophytes Compléte

/ - Aucune inhibition.
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Conclusion et perspectives

Le but de notre travail est d'étudier I’influence de la méthode d'extraction et du type de
solvant sur le rendement en polyphénols des fruits de 1’oranger des Osages, Maclura pomifera

appartenant a la famille des Moraceae, et d’évaluer quelques activités biologiques.

La modification de la nature de notre travail d’une étude pratique a celle théorique a
permis de consulter la majorité des articles publiés sur M. pomifera en relation étroite avec les

objectifs de cette étude.

Selon les résultats des différents travaux, nous avons constaté que la meilleure méthode
d'extraction qui offre le rendement en polyphénols le plus élevé est I’extraction par haute
pression hydrostatique couplée a un systéme de solvant composé de 1’acétone, éthanol,

méthanol et I’eau, probablement grace a sa polarité plus élevée.

Les dosages réalisés afin d’estimer la concentration en polyphénols et en flavonoides
des extraits obtenus ont montré la richesse des fruits de M. pomifera en ces composes et qui
sont représentés principalement par trois composés: I’osajine, la pomiférine et le

macluraxanthone.

L’évaluation de I’activité antioxydante par les méthodes courantes de dosage prouve la
grande capacité des extraits de M. pomifera a purifier les différents radicaux libres du DPPH,
ABTS,... etc. ou la pomiférine et le macluraxanthone présentent des activités antioxydantes
trés similaires a celles de certains standards largement utilisés au cours de ces dosages. Par
contre, les résultats aboutis par certains chercheurs ont révélé que 1’osajine présente une trés

faible activité antioxydante qui peut étre totalement négligée.

Un nombre limité des travaux ont demontré la capacité des extraits phénoliques issus de
différents compartiments de la plante M. pomifera a inhibé la croissance de différents germes
pathogénes. L’extrait des fruits est s’avéré plus efficace contre les bactéries a Gram®, par
contre celui provenant du bois de la plante présente un effet tres actif contre le développement
de quatre champignons filamenteux. Il est a noter qu’aucun travail, selon notre recherche dans
la littérature, n’a été publié sur ’activité antifongique des extraits phénoliques des fruits de M.

pomifera.
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En perspectives, on peut compléter ces résultats par I’étude de plusieurs aspects

complémentaires, en plus des objectifs de notre étude, tels que :

— Développement des méthodes d'extraction modernes pour l'extraction spécifique des
polyphénols afin d’obtenir des rendements plus élevés et de les comparer a ceux
assurés par les méthodes conventionnelles.

— Optimisation des différents paramétres influengant I'extraction des polyphénols
(temps, type du solvant, la température).

— Dosage de l'activité antioxydante des extraits par d'autres méthodes telles que TRAP
(Total Radical-trapping Antioxidant Parameter) et ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity).

— Evaluation des autres utilisations possibles des extraits de fruits de M. pomifera en tant
que des insecticides, agents antiparasitaires, antidépresseurs, anti-inflammatoire et

dans le traitement du cancer.
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Résumé

Cette étude a pour but de déterminer Il'influence des techniques d'extraction et du solvant utilise sur le
rendement en polyphénols des fruits de M. Pomifera, plante médicinale de la famille des Moraceae caractérisée
par plusieurs composants bioactifs aux propriétés thérapeutiques. La meilleure méthode d'extraction assurant des
rendements importants en polyphénols est la haute pression hydrostatique combinée & un cocktail de solvants
polaires. Le dosage des extraits par les méthodes de Folin-Ciocalteu et le chlorure d'aluminium ont démontré la
richesse de I'écorce et des fruits de M. pomifera en polyphénols et flavonoides. L'activité antioxydante évaluée par
les différents tests de DPPH, ABTS, FRAP..., prouve que les composes actifs de M. Pomifera sont dotés d’une
grande capacité a inhiber les radicaux libres. L’évaluation de l'activité antibactérienne a révélé que l'extrait du
fruit du M. Pomifera est actif contre plusieurs souches bactériennes Gram®, par contre I’extrait phénolique du bois
a une activité inhibitrice tres efficace contre certains champignons.

Mots clés: Maclura Pomifera, extraction, polyphénols, activité antioxydante, activité antimicrobienne.

Summary
The aim of the present study is to determine the effect of extraction techniques and the solvent used on the
yield of polyphenols in the fruits of M. Pomifera, a medicinal plant from the Moraceae family characterized by
several bioactive components with therapeutic properties. The best extraction method ensuring high yields of
polyphenols is high hydrostatic pressure combined with a cocktail of polar solvents. The dosage of extracts by the
methods of Folin-Ciocalteu and aluminum chloride has demonstrated the richness of the bark and fruit of M.
pomifera on polyphenols and flavonoids. The antioxidant activity evaluated by the various tests of DPPH, ABTS,
FRAP, etc., proves that the active compounds of M. Pomifera have a great capacity to inhibit free radicals. The
evaluation of the antibacterial activity revealed that the extract of M. Pomifera fruit is active against several
strains of bacteria Gram+, whereas the phenolic extract of the wood has a very effective inhibitory activity against

some fungi.

Keywords: Maclura pomifera, extraction, polyphenols, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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