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Résumé

La présente étude porte sur la mise en évidence de quelques activités biologiques de

Cydonia oblonga Mill., afin de valoriser son utilisation en médecine traditionnelle.

Trois extraits ont été préparés a partir de cette espéce, en I’occurrence I’extrait aqueux

des feuilles (EA), le jus brut de coing et I’extrait méthanolique des feuilles <kEMF».

Le criblage phytochimique de I’extrait aqueux des feuilles et le jus de fruit a permis de
mettre en évidence la présence des principaux métabolites secondaires tels que les tanins,
flavonoides, saponosides, quinones, leucoanthocyanes, coumarines et glycosides, qui

pourraient étre responsables des proprietés pharmacologiques.

Le dosage des phénols totaux effectué sur ces extraits et déterminé a partir de la
courbe d’étalonnage de I’acide gallique, a donné un rendement en polyphénols de "'EMF
égale a 14.39 mg égAG/g MS supérieur a celui de I’'EA (3,81mg égAG/g MS) et le jus de
coing (0.6 mg égAG/g MS).

L’étude de I’activité antioxydante par réduction du fer (FRAP) et du DPPH a mis en
évidence le pouvoir antioxydant de I’EA, le jus et ’EMF suite a une comparaison avec

I’antioxydant de synthése (Vit C).

En ce qui concerne, le pouvoir antimicrobien des trois extraits, les résultats obtenus
montrent que I’EMF posséde un pouvoir antimicrobien sur la souche Staphylococcus aureus
(12 mm) et Staphylococcus épidermidis (13mm) .De méme, I’EA manifeste une activité
antimicrobienne faible vis-a-vis de Sarcina lutea (11mm) , par contre le jus s’est révélé inactif

sur les souches bactériennes testées.

L’effet anti-inflammatoire a révélé que I’EA a une dose de 2g/kg et le jus brut ont

réduit I’cedeme de la patte de la souris induit par la carraghénine de maniére non significative.

En outre, I’évaluation de I’effet antispasmodique de I’EA et le jus brut chez les souris

rendus spasmodiques par I’acide acétique a montré une diminution significative des spasmes.

L’etude de I’activité cicatrisante, montre que la poudre de la plante engendre une

cicatrisation rapide et manifeste une activité cicatrisante équivalente a celle du Madécassol®.

Mots clés : Cydonia oblonga Mill., criblage phytochimique, EA, EMF, jus brut, métabolites
secondaires, activités biologiques.



Abstract

The present study focuses on highlighting some biological activities of Cydonia

oblonga Mill., in order to promote its use in traditional medicine.

Three extracts were prepared starting from this species, namely the aqueous extract of

leaves (EA) , the raw quince juice and the methanolic extract of leaves “EMF”.

The phytochemical screening of the aqueous extract of leaves and the fruit juice
allowed to show the presence of the principal secondary metabolites such as tannins,
flavonoids, saponosids, quinones, leucoanthocyanes, coumarins and glycosides, which might

be behind the pharmacological properties.

In addition, the proportioning of total phenols carried out on these extracts and
determined starting from the calibration curve of the gallic acid, gave a polyphenol yield of
the EMF equal to 14.39 Mg eqGA/g higher than that of the aqueous extract (3,81mg eqGA/Q)
and the quince juice (0.6 Mg eqGA/g dry matter).

The study of the antioxydant activity by iron reduction (FRAP) and the DPPH
highlighted the antioxydant capacity of the aqueous extract, the juice and the EMF following

a comparison with antioxydant of synthesis (Vit C).

About the antimicrobic property of the three extracts, the results show that the EMF
has an antibacterial action on the strain Staphylococcus aureus (12 mm) and Staphylococcus
épidermidis (13mm). In the same way, the EA expresses a weak antimicrobic activity towards
Sarcina lutea, In contrast, the juice appeared inactive on the bacterial strains tested.

The anti-inflammatory test revealed that the aqueous extract of leaves, at a dose of
2g/kg and the raw quince juice reduced the paw edema of the mouse induced by carrageenan

in a non significant way.

Moreover, the antispasmodic evaluation of the effect of EA and the raw juice in the

mice made spasmodic by the acetic acid showed a significant reduction of spasms.

The study of the healing activity, show that the powder of the plant generates a fast

cicatrization and exhibits a healing activity equivalent to that of Madécassol®.

Keywords: Cydonia oblonga Mill., phytochimic sifting ,EA , EMF, raw juice, secondary
metabolites, biological activity.



Cydonia oblonga Mill &l s s guall 3dadsVI Gamy e ¢ suall Jalusi Al jall 0da Jglas
sl Qlall A Lgaladinl 3 el

EMF sl (aliinl 5 olall Ja i) juac EA AL Galiiual) cilalitiue GO e i Zul_jall o3

oaball Jia At I 4 gl pa) &8 e Ao pall haalid 23 AR salall eI G dl Gk e
oaibadll an e A ggue oS5 o) GSaall e (Al Sl SIS gl Hla sSTle 2y ) ginal) el sSI) el @3l
. A Dlal)

35330 he) (o3 el (mand ALl iaiall ddasd s GO cilialiiudl Y sl a8 Jilad o) jal oSal LS
3,81mQ) Sl (aliivalls 43 jlie adi 0 14.39 mg égAG/g s stw EMF (A silisdl (aliivall &Y giadl)
.(0.6 mg égAG/g) Ja il Huac 5 (EgAG/g

claliiedl gl DPPH 5 FRAP:aal gla)) Gayh e 30800 aladd) Ll dul 2 cids LS
C Ol ae 45 i 300U 3aliaall 3,080 siall Galdivsall geda il juac (Al Galiiual)EniE)

Gl EMF J siiaal (aliioaall o) il iy 388 G claliiiall il Sall sl Ll 58l ad; Lod
Staphylococcus s Staphylococcus aureus (12 mm )i e (a padlly L poiSll sliae Labiny juady
.(Sarcina lutea 11mm ) 3% s Capma Ll Jael Jlal paliiud) of WS ¢ (épidermidis (13mm

Ay paall g Sl am Lol (g any ol Ja il jpae Jilaally

oty Ladd Jasindl juae 5 48/82 Ao jm Sl Galitud) of gl saliaall dualal) HLaay) il cila |
ol S i e aalill 3 el S gl 3 piiaa yu
Jaoiad) juac s EA Sl Galiiud) ol cidl laee il il o 8 sie sl aca du jall Gl a3

Jia C\JL“ Ll e ddle 5 a8 Cydonia oblonga Mill. 3y s () i) C\).;H Mlaall Jalall 4 o ) LS
.Madécassol » 4l

o TR AL

@il juasll (EMF I slial paliiudlEA Al jaliiual ( Jbesl 5odl «Cydonia oblonga Mill.
Ao ) gl AdadV) el AN LS )






Liste des abréviations
Abs : Absorbance
ANOVA : Analysis of variance.
ATCC :American Type Culture Collection
CHCI; : Chloroforme (trichlorométhane).
EA : Extrait aqueux
EMF : Extrait méthanolique des feuilles
éq : équivalent
FeCls: Chlorure de fer.
HCI : Acide Chlorhydrique
H2So4 : Acide sulfurique.
IC50 : Concentration inhibitrice a 50%.

KOH : Hydroxyle de potassium.

MeOH : Méthanol
Mg : Magnisium.
UV : Ultra-violet

[C] : Concentration
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Rappels bibliographiques

I. Rappels bibliographiques :

I.1. Généralités sur la phytothérapie et les plantes :

I.1.1. Histoire de la phytothérapie :

Depuis les temps les plu reculés I’homme a cherché un moyen d’assouvir sa faim. Il a trouvé
chez les végétaux des aliments nourrissants, mais aussi des remedes a ses maux et il a appris a
ses dépens a discerner les plantes toxiques. Ces connaissances, transmises d’abord oralement,
ont ensuite été dans les écrits et il subsiste des traces de I’emploi des plantes comme

médicaments par les anciens dans les plus vielles civilisations (Chabrier, 2010).

Le premier recueil connu de formules végétales date de I’époque sumérienne, il y a 5000 ans,
il a été gravé en caractéres cunéiformes sur des tablettes d’argile, découvertes a Nippur en
1948 et recensé jusqu’a 250 espéces de plantes avec des suspensions, des décoctions et des
onguents (Clarac, 2008) .Dans ces derniers sont mentionnées des drogues comme I’opium, le
Galbanum, I’ Ase fétide, la Mandragore, ou encore la Jusquiame (Paris et Moyse, 1976) .Dé¢ja
aux environs de 2000 ans av. J.-C., le roi assyrien Hammourabi (période de regne :1792-1750
av. J.-C.) encourageait la culture des plantes médicinales ( Bézanger-Beauquesne et al.,
1975).

Le Papyrus Ebers, écrit vers 1600 av. J.-C., est I’'un des témoignages les plus complets sur ce
sujet. Ce rouleau de papyrus de grande valeur , provenant du pillage d’une sepulture et qui
porte le nom de I’égyptologue Georg Ebers (1837-1898) qui en fit I’acquisition en 1873 pour
le compte d’un musée allemand, mesure 18 meétres de long et comporte en tout 877 articles,
essentiellement des recettes de médecine égyptienne a base de plantes (Koth ,2007).

Les Egyptiens possédaient déja des notions de pharmacopée et plus de 200 plantes différentes,
ramenées de Syrie par le pharaon Thoutmosis 11, apparaissent sur le bas-relief du temple de
Karnak (1450 ans avant J.C.) (Fouché et al., 2000) .

Les premiers témoignages sur I’utilisation de remeédes naturels provenant d’Inde datent
approximativement de la méme période .Ainsi le Veda, recueil d’hymnes dont le titre peut se
traduire par «savoir sacré», contient de nombreuses informations sur les connaissances en
plantes medicinales de I’époque ; le Caraka samhita qui rassemble des traités médicaux
rédigés par le médecin indien Caraka vers 700 av. J.-C., mais dont I’origine est

vraisemblablement plus ancienne, recense déja 1500 plantes médicinales (Koth ,2007).



Rappels bibliographiques

Les Grecs hériterent, de la méme maniére, de certaines de drogues orientales par
I’intermediaire des Perses. lls eurent de grands médecins comme Hippocrate (460-377 av.J.-
C.), ou encore Aristote (384-322 av. J.-C.), qui utilisaient des narcotiques (Opium, Jusquiame,

Mandragore) ( Bézanger-Beauquesne et al., 1975).

Mais c’est Discoride, herboriste grec (100 ans avant J.C.), né en Asie mineure, qui est le
veéritable ancétre des pharmacognostes. Il écrivit un recueil de cing livres consacré a plus de
500 especes de plantes médicinales, regroupant déja les Labiées, les Papilionacées, les
Apiacées et les Asteracées. Cet ouvrage connu sous le nom de «De Materia Medica», fut
publié pour la premiere fois en 1478.11 constitua la référence principales en Europe jusqu’au

18° siécle, en rassemblant environ 600 plantes (genévrier, orme, pivoine, bardane etc.).

Galien (130-201 avant J.-C.), d’origine grecque et médecin personnel de I’empereur romain
Marc Aurele, élabora sa théorie des «quatre humeurs» et s’intéressa surtout a I’anatomie. Son
influence se poursuivra durant pres de 15 siecles. Il écrivit seulement trois livres et se limita
aux plantes qu’il appréciait personnellement. Il est considéré comme le pére de la pharmacie
(Verdrager, 1978 ; Wichtl et Anton, 1999).

A I’apogeée de I’empire arabe, tous les documents écrits furent réunis a Bagdad dans la plus
grande bibliotheque de I’époque (entre le 7° et 9° siécle). Les arabes avaient aussi leurs
specialistes en médecine et en pharmacie : Abu Bakr al-Razi ou Rhazés (865-925), fut I’'un
des grands médecins de son temps et aussi le précurseur de la psychothérapie. 1l fut suivi par
Ibn Sina ou Avicenne (980-1037) qui écrivit la célebre encyclopédie "Canon de la médecine™.
Ibn al Baytar (1197-1248) rédigea le tres complet Somme des Simples : ce livre contenait une
liste de 1400 préparations et plantes médicinales dont un millier étaient connues des auteurs
grecs (Fouché et al., 2000)

Apres plusieurs millénaires d’utilisation exclusive des plantes pour traiter les maladies, une
mutation soudaine s’opéra aux XIXe et XXe siéecles. Grace aux progres dans le domaine de la
chimie, il fut alors possible d’extraire les substances actives des plantes, par exemple la
morphine contenue dans le pavot, pour les utiliser de facon ciblée. Par la suite, on parvint
méme a fabriquer certaines substances actives de maniere synthétique, voire a les modifier
pour en améliorer I’efficacité. L’industrie pharmaceutique supplanta ainsi de plus en plus la
médecine naturelle. ( Koth ,2007).
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Un retour en arriéere est apparu au cours des derniéres années, en particulier a cause de la crise
de confiance dont souffrent les médicaments pharmaceutiques en raison de problémes
survenus suite a la consommation de certains remeédes. La découverte des effets secondaires
indésirables de certains médicaments pharmaceutiques a également contribué a modifier la
mentalité des patients qui sont désormais plus vigilants lorsqu’ils utilisent ces produits et se
tournent de plus en plus volontiers vers des remedes domestiques a base de plantes, en

particulier lorsque leurs maux sont benins (Koth ,2007).
I.1.2.Utilisation des plantes médicinales en Algérie :

Le territoire Algérien couvre d’importantes ressources vegétales réparties sur les cotes, les
plaines, les montagnes, le Sahara et autour des points d’eau. En effet, plusieurs especes se
trouvent répandues sur des centaines d’hectares dans toutes les régions du pays comme la
lavande, le romarin, la sauge (Gheyouche et Hammiche, 1998).

En Algérie, les plantes médicinales sont utilisées depuis toujours dans le secteur de la
médecine traditionnelle, s’inspire principalement de la médecine arabe classique et de
I’expérience locale des populations en matiere de soins. Les plantes jouent encore un réle tres
important dans les traditions médicales et la vie des habitants de cette région du monde, mais
les régles de leur utilisation manquent parfois de rigueur et ne tiennent pas compte des
nouvelles exigences de la thérapeutique moderne. (Baba Aissa, 1999).

Ces ressources naturelles sont importantes pour I’économie Algeérienne et pour le maintien de
I’équilibre eécologique de la région .Parmi ces ressources, il existe au moins 500 especes de
plantes médicinales utilisables par les phytothérapeutes, dont 100 espéces se vendent au
marché chez les herboristes (Baba Aissa, 1999).

1.1.3.Définition de la phytothérapie :

Etymologiquement, la phytothérapie vient du grec phytos qui veut dire plantes et thérapia qui
veut dire soins ou traitement. La phytothérapie est donc I’art de soigner par les plantes
médicinales (Salle,1991) .

Les plantes sont dites meédicinales lorsqu’elles présentent des activités pharmacologiques.
Cela grace a la présence d’un certain nombre de substances actives dont la plupart agissent sur
I’organisme humain, elles sont utilisées en pharmacie humaine et vétérinaire, en

cosmétologie, ainsi que dans la confection de boissons, soit nature, soit en préparations
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galéniques, soit encore sous forme de principes actifs comme matiere premiére pour
I’obtention de medicament (Babulka, 2007).

1.1.4. Les avantages de la phytothérapie :

L’utilisation traditionnelle des plantes médicinales remonte a fort longtemps, elle est sans
doute, aussi ancienne que I’est la maladie. Toutefois, malgré les énormes progres réalisés par
la médecine moderne, la phytothérapie offre de multiples avantages. De tout temps, a
I'exception de ces cent derniéres années, les hommes n'ont eu que les plantes pour se soigner,
qu'il s'agisse de maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses, telles que la tuberculose

ou la malaria (Bezanger- Beauquesne et al, 1990).

Actuellement, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux
infections graves) décroit. Les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux

médicaments et leur résistent de plus en plus (Iserin, 2001).

La phytothérapie, qui propose des remédes naturels et bien acceptés par l'organisme, est
souvent associée aux traitements classiques. Elle connait un renouveau exceptionnel en
Occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques, comme I'asthme ou
I'arthrite. De plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquietent les
utilisateurs, qui se tournent vers des soins moins agressifs pour I'organisme. On estime que 10
a 20% des hospitalisations sont dues aux effets secondaires des médicaments chimiques
(Iserin, 2001).

Des plantes médicinales ont été employées pendant des siécles comme remédes pour les
maladies humaines parce qu’elles contiennent des composants de valeur thérapeutique.
Récemment, I’acceptation de la médecine traditionnelle comme forme alternative de sante et
le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques disponibles a mené des
auteurs a étudier I’activité antimicrobienne des plantes médicinales (Nostro et al., 2000) et en
raison d’une conscience croissante des effets secondaires négatifs infligés par les drogues
modernes, beaucoup cherchent les remedes normaux sans effets secondaires (Schnaubelt,
1998).
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I. 2. Généralités sur le cognassier :

1.2.1. Historique et origine :

Les aires d’origine du cognassier sont les littoraux iranien et caucasien de la mer
Caspienne (Azerbaidjan);des cognassiers sauvages se rencontrent dans les foréts et maquis
des pays riverains de cette mer et en Tlots dans des zones un peu plus éloignées(Brosse,2010).

Augustin Pyrame de Candolle (botaniste genevois, 1778-1841) affirme qu’il y a plus de 4000
ans en Babylonie, parmi 46 especes de plantes cultivées, figurait le cognassier. Non spontané
dans ce pays, il y aurait été introduit depuis les bords de la Caspienne (Tonelli et Gallouin,
2013).

Sa culture s’est ensuite étendue vers I’Orient jusqu’en Inde himalayenne et en Chine, puis
vers I’Occident en Asie mineure et en Europe orientale avant la Guerre de Troie (X111° siécle
avant notre ére). Le cognassier se serait naturalisé dans ces régions et plus tard aurait gagné

I’Europe du sud-ouest et I’ Algérie.

L’agronome arabo-andalou Ibn Al-Awwam (fin Xlle-début Xllle siécle), dans son Livre
d’Agriculture, distingue le cognassier sauvage, du cultivé ; il dit qu’en période de disette ou
de cherté on peut faire une sorte de pain avec les coings .lbn Al-AwwAm, rapportant des
propos du Prophete Mohammed (que le salut soit sur lui) , dit qu’il faut « manger du coing
parce qu’il fortifie le coeur et donne de I’énergie a I’ame », et Ab( Abdallah que « celui qui
mange du coing Dieu lui délie la langue pour la science pendant quarante nuits». (Tonelli et
Gallouin, 2013)

Depuis Galien (1* siécle de notre ére ) et jusqu’au XVle siécle, les fruits portés sur des arbres
n’avaient pas bonne presse dans le monde médical, mais le coing a confire échappait a cet
ostracisme et la pate de coing était un mets servi en dessert. Francois 1% et Louis X1V étaient
friands de cotignac. Dans le calendrier républicain de I’an 11 (1793) le jour du coing était le 28

brumaire (18 novembre) (Tonelli et Gallouin, 2013) .

Ce fruit si apprécie des anciens qui le faisaient figurer dans leurs festins lardé de clous de
girofle ou confit au miel (melimela), a toujours passé pour un astringent salutaire dans les flux
diarrhéiques. ( Leclerc, 1976),son astringence lui valut une place dans la médecine
antique(Babo ,2006).
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En Espagne au XVle siécle le coing était employé comme contrepoison infaillible de

I’hellébore blanc. La « pomme d’or» qu’est le coing est le symbole de I’'immortalité.

Bien que cultivé depuis les temps les plus reculés, le cognassier est I’essence fruitiére ayant
subi le moins de modifications dans la saveur originelle de son fruit (Bretaudeau et Fauré,
1990).

1.2.2. Etymologie:
Cognassier commun: Cydonia oblonga Mill.( Cydonia vulgaris Pes.— Pyrus cydonia L.)

Les Grecs qui appréciaient ce fruit venu de Crete le nommaient Cydonia, du nom de la ville
kudonia du peuple crétois, les Kudones. Le nom botanique est en fait issu de la ville de
Kotonion au sud de I’Asie mineure, rappelant I’origine asiatique du coing. Cydonia a donné
en latin cydoneum malum (la pomme de Cydon) qui, par une altération, a conduit a cotoneum
malum (ce qui n’a aucun rapport avec le coton) d’ou proviennent les noms francais de «
cooin» au Xlle siecle, puis «coin» ,« coudoignac» (Francois Rabelais, XVle siecle), «
coignier » en 1600 pour Olivier de Serre, et Coing au XVllle siécle (Beloued, 2001 ;Tonelli
et Gallouin, 2013).

Cognassier et Coignassier reprennent le nom du fruit de I’arbre sauvage : la coignasse.
Le nom d’espéce vulgaris signifie : qui est commun.

Oblonga : définit la forme du fruit, qui est oblong, piriforme (Brosse, 2010).

En anglais : c’est Quince (Bossard et Cuisance, 1984).

En arabe : Safgardjel, R’hcace (Beloued, 2001).

Appellations locales : Sferdjel, Tagtounia ...(Baba Aissa, 2011) Takthouniya (Beloued,
2001).
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I. 2.3. Systématiques :
D’apreés Brosse (2010) Cydonia oblonga Mill. appartient au :

Regne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Rosales

Famille : Rosacées

Genre : Cydonia

Espece: oblonga Mill.

1.2.4. Description botanique :

Le cognassier est un petit arbre non épineux (figure 01). Avec son tronc et ses branches
tortueux il a un port pittoresque ; se courbe vers le sol sous le poids des fruits (Tonelli et
Gallouin, 2013),(figure02) s’il peut atteindre & un certain 4ge 6 a 8 m de hauteur , le
cognassier ne dépasse généralement pas 4 a 5 m, et & I’état sauvage n’est souvent qu’un

arbrisseau buissonnant (Brosse, 2010).

Botaniquement, I’espéce Cydonia oblonga forme a elle seule le genre Cydonia, trés proche du
poirier cultivée en Algérie comme porte greffe de poirier et pour ses fruits (Brosse,
2010 ;Baba Aissa, 2011).

Figure 01 : Arbre de Cydonia oblonga Mill. lors Figure 02 : Arbre de Cydonia oblonga Mill.
de la floraison (originale, 2014) 7 aprés maturité du fruit (originale, 2014)
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e Feuille : les feuilles sont alternes, molles, simples et entiéres (ou legérement dentelées)
sont grandes (6 a 10 cm de longueur sur 4 a 8 cm de largeur) tomenteuses, et de forme
oblongue( Baba Aissa, 2001), (figure03). Elles sont arrondies ou en cceur a la base et
obtuses au sommet (ou avec une légere pointe) devenant vert foncé lustré et glabres a la
face supérieure, restant feutrées de gris a la face inférieure ; a pétiole court, feutré et
rougeétre. En automne les feuilles deviennent jaune vif avant de tomber (More et White,
2005 ; Brosse, 2010 ;Tonelli et Gallouin, 2013) ainsi que les stipules marcescentes
(Beloued, 2001).

Nervure principale
Nervure secondaire

Le limbe

Figure03 : Feuilles de Cydonia oblonga Mill.(A) : la face supérieur, (B) : la face inférieur (originale,2014)

e Fleurs : Les fleurs sont réguliéres (actinomorphes),tres grandes de 4 a 5 cm de diamétre,
solitaires ou par deux et subsessiles (a tres court pédoncule) au bout des petits
rameaux(Brosse, 2010 ;Tonelli et Gallouin, 2013), riches d’un calice, d’une corolle a
pieces (les pétales sont grandes, parfumees, d’un blanc rosé, suborbiculaires )
(figure04) ;a 20 étamines plus courtes que les sépales a antheres jaunes,(Baba Aissa,
2001 ; Boullard, 2001) .Les bases des 5 sépales sont suturées entre elles et forment une
urne ou se loge I’ovaire infére qui y adhere (concrescence),(figure05). Au sommet de
I’urne les sépales forment 5 lames foliacées dentées et glanduleuses. Les fleurs sécrétent

un nectar recherché par les abeilles (Tonelli et Gallouin, 2013).

Pétale

Poils

Etamine tecteurs

Figure04 : Fleur de Cydonia Figure05 : Coupe transversale de
oblonga Mill. (Originale, 2014) 8 I’ovaire (Tonelli et Gallouin, 2013)
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e Fruit: Aprés la fécondation assurée par les insectes (entomophilie), I’ovaire et I’urne
calicinale se développent et donnent un tres gros fruit charnu indéhiscent et dense;
subglobuleux ou piriforme, rarement pédonculé ; inséré directement sur le rameau
porteur, gros ou trés gros (variétés fruitiéres), il est cotelé, recouvert d’un fin duvet
floconneux et caduc, mais abondant, avec une peau cireuse ou presque huileuse
(Bretaudeau et Fauré, 1990 ;Tonelli et Gallouin, 2013),(figure06). La Chair est tres
parfumée, dure, jaune pale ou jaune d’or intense a maturité (la pomme d’or)
(Boullard,2001), de 15 cm de longueur, juteuse (Bretaudeau et Fauré, 1990 ;Burnie et
al., 2003) de saveur sucrée un peu apre et astringente a I’état frais ( Baba Aissa,
2001 ;Brosse, 2010) a 5 loges contenant chacune 10 & 15 graines (Beloued, 2001).

Le fruit

Figure 06 : Fruit de Cydonia oblonga Mill. (Originale, 2014)
e Graine: les nombreuses graines (pépins) exalbuminées sont entourées de mucilage
(Tonelli et Gallouin, 2013), (figureQ7).

)

pépin

La peau
recouvert d’un
duvet

FigureQ7 : Coupe longitudinale d’un coing (Tonelli et Gallouin, 2013)

e Ecorce : L’écorce de couleur pourpre tirant sur le brun, s’exfolie en plaques irréguliéres,
révélant une nouvelle écorce d’un brun orangé ( Russell et Cutler, 2008).



Rappels bibliographiques

1.2.5. Période de floraison :

La période de floraison se situe entre les mois de Mars et d’Avril (Beloued, 2001).

Sa floraison est une des plus tardives de tous les arbres fruitiers (Bretaudeau et Faureé,
1990).

1.2.6. Exigences écologiques :

Cydonia oblonga Mill. ne se plaie qu’en climat tempéré frais. Il exige un sol profond, frais, et
une situation ensoleillée. 1l préfere les sols silico-argileux, mais tolére bien les terrains
calcaires s’ils sont frais. Il ne craint pas le froid, mais demande de I’humidité pour le
marissement de ses fruits. Multiplier par semis de graines de fruits trop mdrs, ou par greffage

pour les variétés dénommées (Burnie et al., 2003 ;Brosse, 2010)

1.2.7. Composition chimique et valeur nutritionnelle de Cydonia oblonga Mill. :

Le fruit renferme des tanins (riches en tanins condensés) (Bézanger-Beauquesne et al.,1990),
de forte proportion de pectine, glucides ( Baba Aissa, 2001), glucosides de polymeres
procyanidoliques( Porter et al., 1985) huiles essentielles, acides organiques (acide citrique,
acide malique, acide oxalique, acide quinique, acide shikimique et acide fumarique),
(Oliveira et al., 2008), (Tableau I,Annexe I) et vitamines (Beloued, 2001).

Les principaux polyphénols présents dans la cuticule et la pulpe du coing sont les acides
hydroxycinnamiques, principalement I'acide chlorogénique, et les flavonoides : Dans I'extrait
de pulpe, les acides chlorogéniques représentent 61% des composés phénoliques, et l'acide 5-
O-caféoylquinique est le plus abondant (37%), tandis que dans I’extrait de cuticule I’acide
chlorogénique représente seulement 13%, avec la rutine comme polyphénol principal (36%).

Les flavonols sont présent comme mélange d'aglycones différentes et de quercétine
glycosylée et keempférol. Les flavonols sont presque limités dans la pulpe,essentiellement
catéchine et procyanidines. Les feuilles se caractérisent par la présence des acides mono et
dicaféoylquiniques et deux dérivés de quercetine et de kaempférol ( Tableau Il1,Annexe I),
(Fattouch et al., 2006).

L’odeur agréable du coing est due a des constituants volatils dont I’un des plus importants est

une lactone (Tsuneya et al., 1980)
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Les graines contiennent plus de 22% de mucilages en particulier des pentosanes ( I’arabinose
et xylose) et leur amande contient un glucoside cyanogenétiques dont I’amygdaline(en

quantité modéree), tanin, lipides... ( Baba Aissa, 2001 ;Brosse, 2010)

Le coing est essentiellement riche en eau et en sucres (89% de I’apport énergétique). Sa faible
teneur en sel et sa richesse relative en potassium le rendement diurétique. Sa grande teneur en

fibres alimentaires en fait un aliment intéressant pour le transit digestif ( Tableau I11).

Tableau I11 : Composition et valeurs moyennes pour 100 g de coing cru, frais
Composition et valeurs moyennes pour 100 g de coing cru, frais
Energie 27 kcal ou 112,86 Kj
Eau 84
Glucides disponibles (sucres) 6,59
Fibres alimentaires (pectine) 6,50
Lipides 029
Protéines 0,39
Sodium 3 mg
Potassium 200 mg
Magnésium 6 mg
Phosphore 20 mg
Calcium 14 mg
Fer 0,3 mg
Caroténoides 0,03 mg
Vitamines B; (thiamine) 0,02 mg
Vitamines B(riboflavine) 0,02 mg
Vitamines Bs(niacine=nicotinamide=vit. PP) 0,2 mg
Vitamines Bs(acide pantothénique) 0,08 mg
Vitamines Bg(pyridoxine) -
Vitamines Bgy(acide folique=folates=vit. Bc) -
Vitamine C (acide ascorbique) 15 mg (soit 10 % des apports
journaliers recommandés=AJR)
Tanins +++
Acide malique +++

(Tonelli et Gallouin, 2013)

I. 2.8. Vertus thérapeutiques de Cydonia oblonga Mill. :

Cydonia oblonga Mill. possede des effets anti-inflammatoire, anti-lithiasique (feuilles),
antimicrobien, antiulcéreux, antioxydant, anti-allergique, antivirale et antiprolifératif des
cellules cancéreuses (Carvalho et al.,2010 ;Oliveira et al., 2012). Le coing est utilisé comme
astringent, émollient, expectorant, tonique, sédatif ,stomachique ,hypotensif et autres ( Baba

Aissa, 2001 ; Babo, 2006 ; Zhou, 2014) .
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Du point de vue médical, le coing est un antidiarrhéique trés efficace. Sa pectine adoucit
I’action astringente des tanins, ce qui le fait recommander dans les diarrhées des tuberculeux,
des convalescents, des enfants et des personnes agées. Son astringence le fait employer aussi
contre les crachements de sang, les hémorroides saignantes, et les relachements du vagin, les

maux de gorge, les aphtes et les gingivites (Bellakhdar, 1997 ;Debuigne et Couplan ,2006).
Usage interne :

Les feuilles astringentes sont stomachiques (Tonelli et Gallouin, 2013), et I’écorce de ses
jeunes rameaux sont fébrifuges, cependant que les infusions de fleurs s’averent béchiques et
antispasmodiques. La tisane preparée avec des morceaux de fruits bouillis a fait preuve de son
aptitude a juguler les hémorragies, a stopper les vomissements et faciliter la digestion.
(Boullard, 2001 ;Tonelli et Gallouin, 2013) quant aux racines du cognassier, en décoction
elles est utilisé comme antidiabétique (Ghourri et al., 2013)

Les graines renferment un mucilage trés abondant analogue a la gomme adragante et I’on en
fait un grand usage en médecine traditionnelle, comme adoucissantes. On les prépare en
décoction et sous forme de compotes, de cotignac (en donner 100 a 200 g par jour) de gelées,
de pates et de sirops agit contre I’enrouement et les affections de la gorge et les inflammations
des muqueuses. (Beloued, 2001 ; Schauenberg, 2006)et contre les bronchites ( Baba Aissa
2001 ;Debuigne et Couplan ,2006).

Les pépins pilés et macérés dans de I’eau, préalablement bouillie, entre dans la composition

de certains collyres aux propriétés calmantes et émollientes.

Les pépins, mis a macérer dans I’eau puis chauffés, donnent un mucilage émollient et
adoucissant fut indiqué dans le traitement des coliques par voie rectale et pratiquement pour
toutes les irritations du gros intestin, recommandées en injection vaginales en cas de
leucorrhées (Boullard, 2001 ;Tonelli et Gallouin, 2013).

Usage externe : la pulpe de coing est utilisée en cosmétologie pour les soins de la peau
comme un masque anti-peau grasse ( Baba Aissa, 2001). La « bandoline» des coiffures,
ancétre de la Gomina qui servait a lisser les cheveux était une eau visqueuse aromatisée, dont
la base était le mucilage des pépins de coing (Debuigne et Couplan ,2006 ;Tonelli et
Gallouin, 2013) I’emploi des semences soit en mucilage ou réduites en poudre servent de
pansement rafraichissante contre les gercures des levres, les crevasses du mamelon, les

bralures ,les érosions aphteuses, I’eczéma des mains et les hémorroides enflammées
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( Leclerc,1976).En les pilant dans un peu d’eau. Fleurs et feuilles seraient antispasmodiques
et sédatives (Couplan ,2009).

Autres usages culinaires : les coings sont trop astringents pour pouvoir étre mangés crus,
mais, apres cuisson, ils donnent des sirops, des gelées, des pates, des liqueurs délicieusement
parfumées, et le cotignac, (Debuigne et Couplan ,2006) Cette spécialité d’Orléans, est une
pate de coing trés sucrée ; déja citée au temps de Louis XI (XIlle siécle), il était apprécié des
rois et de leur Cour et offert aux invités de marque. Si le sucre a aujourd’hui remplacé le miel

dans sa préparation, le cotignac reste une confiserie estimée (Tonelli et Gallouin, 2013).

En Algérie, le fruit sert a préparer une confiture speciale (rappelant le Loukoum) appelée :
madjoune et-tbassa et au Maroc, il entre dans la préparation des plats cuisinés, melangés a

d’autres lIégumes : khalouta ( Baba Aissa, 2001).

Au Maroc, le coing est surtout utilisé dans I'alimentation ( ragodts,confitures et jus). Le ragodt

de viande aux coings et aux gombos est la spécialité de Fés (Bellakhdar ,1997).

En Europe de I’Est, le coing est utilisé comme légume en soupe d’hiver (Tonelli Gallouin,
2013).

Dans le sud de I’ltalie, on fait cuire sous la cendre des coings peu astringents. En Turquie, de
gros coings doux, fermes et aromatiques, trés juteux, sont mangés a la cuillére avec du sel et
du jus de citron, ainsi qu’on prépare du «pekmez» en concentrant le jus extrait du fruit en un

sirop epais, aromatique et sucré (Couplan ,2009).

Les coings, choisis sains, se conservent assez longtemps et peuvent parfumer discrétement

une piece (Tonelli et Gallouin, 2013).
1.2.9. Cicatrisation et plantes cicatrisantes :
a)- Définition de la cicatrisation :

la cicatrisation est un processus de réparation tissulaire imparfaite qui abouti a une cicatrise
fibreuse. C’est un systeme de défense qui passe par une dedifférenciation cellulaire

(Mélissopoulus et Lavacher, 2001).
b)- Définition de la cicatrise :

Tissus fibreux remplagant a titre définitif ou trés prolongé un tissu normal apres une lésion.

13
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Le tissu cicatriciel se forme aussi bien dans les organes internes (a la suite d’une rupture

musculaire, d’une intervention chirurgicale) que sur la peau (Larousse Médical, 2003).
c)-Quelques plantes cicatrisantes du bassin méditerranéen :

Bellakhder propose soit des agents maturatifs, soit des antiseptiques curatifs et cicatrisants.
Dans le premier cas de figure, les plantes proposeées sont nombreuses et souvent
insoupconnées des phytothérapeutes européens. Ainsi, par exemple, des macérations d’une
Astéracée commune dans tout le Sahara Ifloga spicata sont utilisées en cataplasmes pour
accélérer la maturation des abceés et furoncles. Dans d’autres contrées, ils utilisent pour les
mémes usages des graines de Lin (Linum usitatissimum Linaceae). De méme, des feuilles de
diverses Jusquiames (Hyoscyamus sp. Solanaceae), trouvent, la aussi, un emploi étonnant.
Toujours en cataplasme, mais aussi introduites dans des onguents des graines de Cresson
alénois (Lepidium sativum Brassicaceae) ,ou de Féves (Vicia faba Fabaceae), jouent un role
bénéfique. La poudre de feuilles de divers Zygophylles (Zygophyllum sp. Zygophyllaceae) est
proposée pour de nombreux usages dermatologiques comprenant, par exemple, sous forme

d’emplétres, I’effet maturatif recherché ( Chaumont et Millet-Clerc, 2011).
De plus, I’ethnobotaniste Bellakhdar apporte quelques solutions trés spécifiques telles que :

1 Les mucilages de Cognassier (Cydonia oblonga Rosaceae), qui, appliqués en
suspension dans I’eau, fermeraient les gergures.

1 Les cataplasmes de poudres de sucre et de Henné (Lawsonia inermis Lythraceae).

1 Le Myrte d’eau (Lythrum junceum Lythraceae) peut etre utilisé a I’état de plante
fraiche, la encore, en cataplasme astringents sur les crevasses du pied.

"1 Les poudres des Benjoins (Styrax benzoin et S. tonkinensis Styracaceae) sont utilisées
pour la cicatrisation des crevasses des seins.

1 Les infusions de fleurs de Zygophylles divers (Zygophyllum sp. Zygophyllaceae), qui

sont réservees aux mémes usages topiques. ( Chaumont et Millet-Clerc, 2011).
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Nos essais expérimentaux se sont étalés sur une durée allant du mois d’avril
jusqu’au mois de juin 2014. lls ont été réalisés au niveau des structures suivantes :

- Unités du contrdle microbiologique physico-chimique et toxicologique du complexe
Antibiotical SAIDAL de Médéa,

- Unité des Projets de Fin d’Etudes (PFE) département de Biologie, université de Blida-1.
L’expérimentation portait sur des analyses phytochimiques, pharmacologiques et

microbiologiques des feuilles et des fruits du cognassier Cydonia oblonga Mill.
I1.1. Matériel :

11.1.1. Matériel biologique :

11.1.1.1. Materiel végétal :

Le matériel végétal est constitué par les feuilles du cognassier Cydonia oblonga Mill. récoltés
la fin du mois d’Avril 2014 et les fruits (coings) récoltés le mois d’octobre 2013, dans la
localité de « Benchikao » wilaya de Médéa a 973 m d’altitude, ou nous avons cueillies 1 kg
de feuilles de printemps et 2 kg de coing d’automne.

11.1.1.2. Matériel animal :

Les différentes analyses pharmaco-toxicologiques ont été effectuées sur des lapins et des

souris Albinos provenant de I’animalerie du complexe Antibiotical de SAIDAL (Médéa).

L’activité anti-inflammatoire et I’activité antispasmodique ont été testées sur 40 souris

Albinos (figure 08) répartis en 8 lots de 5 souris chacun dans des cages en polypropylene :

e 4 lots pour I’activité anti-inflammatoire

e 4 |ots pour I’activité antispasmodique

L’activité cicatrisante a été testée sur 2 lapins Albinos du laboratoire (figure09).

| S e TN
Figure 08: Souris Albinos
(Originale, 2014)

Figure 09:Lapin Albinos
(Originale, 2014)
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Les caractéristiques du matériel animal sont illustrées dans le tableau 1V :

Tableau IV: les caractéristiques du matériel animal utilisé

Animal Souris Albinos Lapins Albinos
Race Swiss Californien
Poids 20-24g 2300-2600g
Sexe Males & Males Jet femelles?
Alimentation Granules «O.N.A.B» (Office Nationale de
I’ Alimentation du Bétail)
Boisson Eau de ville (eau potable)
Condition d’hébergement :-Température 20-24 °C
-Humidité 50-60 %
-Eclairage 10 h

Elevage Complexe Antibiotical (SAIDAL-Médeéa)

11.1.1.3. Les microorganismes :

Le tableau V ci-dessous regroupe les microorganismes utilisés pour les besoins de I’étude :

Tableau V : Microorganismes utilisés dans I’activité antimicrobienne

Les souches Références
Gram - | Escherichia coli ATCC 10536
Bacillus subtilus ATCC 6633
Gram + | Sarcina lutea Institut pasteur
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Staphylococcus epidermidis | ATCC 12228
Levures | Candida albicans ATCC 10231

11.1.2 . Matériel non biologique :

L’ensemble du matériel de laboratoire (verrerie, réactifs, appareillage) utilisé au cours de

notre travail expérimental, sont regroupés en Annexe IlI.
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I1. 2. Méthodes :

11.2.1. Préparation de la poudre végétale :

Les feuilles de Cydonia oblonga Mill. (figurel0) sont séchées a I’air libre et a I’obscurité
pendant une dizaine de jours, puis broyées a I’aide d’un broyeur électrique de marque
Moulinex, en poudre fine de couleur verte (figurell), qui est ensuite conservée a I’abri de la

lumiére dans des sachets en papiers.

Figure 10: Les feuilles de Cydonia Figure 11: La poudre des feuilles de
oblonga Mill. (Originale, 2014) Cydonia oblonga Mill. (Originale, 2014)

11.2.2. Détermination du taux d’humiditeé :
a) Principe :
La méthode utilisée est la méthode de dessiccation par évaporation, qui est effectuée par
séchage a I’étuve a une température de 105°C jusqu’a obtention d’une masse constante
(Simpson, 1999 ;Twidwell et al., 2002).
b) Mode opératoire :
Sécher les béchers dans I’étuve et les laisser refroidir puis les peser.
Peser 5g de poudre végétale dans les béchers, a 0.0001 g prés «Pi».
"1 Placer les béchers dans I’étuve a 105°C et vérifier le poids chaque 30 minutes jusqu’a
sa stabilisation.
c) Lecture des résultats :
Le taux d’humidité est calculé par la formule suivante :

[ H%=[(m;-m) / m;] x 100

H : taux d’humidité exprimé en pourcentage
M 1 : masse de I’échantillon avant séchage en étuve (g).

M : masse de I’échantillon aprés séchage en étuve (Q).
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11.2.3. Extraction des métabolites secondaires : Trois procédés ont été utilisés pour

I’extraction des métabolites secondaires de Cydonia oblonga Mill., a savoir :

> Infusion
» Compression des fruits
» Extraction par solvant

11.2.3.1. Préparation de I’infuse :

D’apres le protocole de Bruneton (1999), nous avons infusé pendant 15min 20g de la poudre
séche des feuilles dans 200 ml d’eau distillée bouillante. L’infusé a été filtré pour produire

I’extrait aqueux (figurel2).

Figure 12: Extrait aqueux des feuilles de Cydonia oblonga Mill. (Originale, 2014)

11.2.3.2. Préparation du jus de coing:

Le jus de coing a été préparé a I’aide d’une centrifugeuse de Marque Moulinex (figure 13,
annexe I11).Un volume de 449.36 ml de jus frais a été obtenu a partir d’un broyage de 1 kg de

coing (figure 14).

Figure 14: Jus du fruits de Cydonia oblonga Mill. (Originale, 2014)

18



Matériel et méthodes

11.2.3.3. Préparation de I’extrait méthanolique des feuilles <EMF» :

La préparation de I’extrait méthanolique par décoction a été effectuée selon le protocole décrit
par Chavane et al. (2001) avec légere modification : 10 g de la poudre des feuilles de
cognassier sont ajoutés a 300 ml de solvant d’extraction (éthanol, acétone ou méthanol a 70 %
v/v dans I’eau et eau). Le mélange est porté a ébullition dans un bain Marie durant 30 min
puis filtré sur un papier Wattman. Le filtrat est ensuite placé dans I’évaporateur rotatif (figure

15, annexe I1) en raison de I’évaporation des solvants (méthanol et I’eau) a 70°C.

L’extrait organique a été conservé dans un endroit frais et obscur a I'abri de la lumieére (figure
16).

Figure 16: Extrait méthanolique des feuilles de Cydonia
oblonga Mill.( EMF) (Originale, 2014)

Le pourcentage en extrait brut méthanolique des feuilles a été calculé par la formule suivante :
R% = M/MO x 100

R(%0) : rendement exprimé en pourcentage.
M : masse en gramme de I’extrait brut résultant.

MO : masse en gramme de matériel végétal a traiter.

11.2.4. Screening phytochimique preéliminaire pour I’infusé et le jus :
Le travail a été réalisé au niveau du laboratoire de physico-chimie du Complexe SAIDAL
Antibiotical- Médéa.

Nous avons caractérisé les différents groupes chimiques en nous référant aux techniques

décrites par Bruneton (1999) pour I’infusé des feuilles et le jus de coing.
I1. 2.4.1. Les anthocyanes :

5 ml d’extrait aqueux (jus) sont introduit dans un tube a essai auquel quelques gouttes
d’ammoniaque % sont ajoutés. La réaction donne une coloration bleue en présence des

anthocyanes.
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11.2.4.2. Les leucoanthocyanes :

Introduire 2 g de poudre végétale (1,92 ml de jus) et 20 ml d’un mélange de propanol /acide
chlorhydrique (1/1), dans un bécher de 20 ml. Puis porter au bain marie bouillant pendant

quelques minutes.
Une coloration rouge se développe en présence des leucoanthocyanes.
11.2.4.3. Les tanins :
A 5 ml d’extrait aqueux (jus) rajouter quelques gouttes d’une solution de FeCls a 5%.
La réaction donne une coloration bleu-noir en présence des tanins.
> Les tanins catéchiques :

Dans un bécher, 15ml d’extrait aqueux (jus) sont additionnés a 7ml de réactif de Stiasny. La

réaction donne une coloration rouge en présence des tanins catéchiques.
> Les tanins galliques :

A I’aide d’une pipette graduée 5 ml d’extrait aqueux (jus) sont introduit dans une fiole
auxquels 2 g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeCl; sont ajoutés.

Apreés agitation, une coloration bleue foncée apparait en présence des tanins galliques.
11.2.4.4 . Les alcaloides :

Faire macérer dans une bouteille en verre(Duran SCHOTT) 5g de poudre (4,8ml de jus)
humectés avec de I’ammoniaque %2 pendant 24h dans 50ml d’un mélange éther chloroforme

(3/1).Le mélange obtenu est filtré. Ainsi, le filtrat est épuisé par 2ml d’acide chlorhydrique2N.

Aprés adjonction de quelques gouttes du réactif de DRAGENDORFF, la présence
d’alcaloides se manifeste par le développement d’un trouble ou d’un précipité dans la
bouteille.

11.2.4.5. Les flavonoides :

Introduire dans une fiole 5 ml d’extrait aqueux (jus), 5 ml d’HCI, un copeau de Mg et 1 ml
d’alcool isoamylique. L’ensemble est agité pendant quelques minutes.

La réaction donne une coloration rouge orangé en présence des flavonoides.
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11.2.4.6. Les saponosides :

Dans un tube a essai, on introduit 2 ml d’extrait aqueux (jus) auxquels, on rajoute quelques
gouttes d’acétate de plomb.

La formulation d’un précipité blanc indique la présence des saponosides.
11.2.4.7. Les quinones :
» Les quinones libres :

Dans un bécher, 2g de poudre (1,92 ml de jus) humectés par 2ml d’acide chlorhydrique N
sont mis en contact pendant 3heures dans 20 ml de chloroforme. Le mélange est filtré puis
agité avec 5 ml d’ammoniaque %. L’apparition d’une coloration rouge indique la présence des

quinones libres.
» Les quinones combinées :

A 29 de poudre (1,92 ml de jus) on additionne 5 ml d’acide sulfurique 2N et porter a reflux
(figure 17, annexe I1) pendant 2h.

La solution extractive est filtrée puis épuisé par 20 ml de chloroforme. Cette solution
chloroformique est évaporée a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif (figure 15, annexe I1) puis
épuisée par I’ammoniaquel/2. Une coloration rouge apparait en présence des quinones

combinees.
11.2.4.8. Les coumarines :
La préparation de I’extrait se fait comme suit :

e Faire bouillir a reflux 2g de poudre (1,92 ml de jus) dans 20 ml d’alcool éthylique
pendant 15 min puis filtrer.

e A 5 ml du filtrat, rajouter 10 gouttes de la solution alcoolique de KOH a 10% et
quelques gouttes d’HCI a 10%.

La formation d’un trouble indique la présence de coumarines.
11.2.4.9. Amidon :

A 2g de poudre végétale (1,92 ml de jus) on rajoute quelques gouttes d’lode(l;). Une

coloration bleue violette est obtenue en présence d’amidon.
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11.2.4.10. Les glucosides :

A 2 g de poudre vegeétale (1,92ml de jus) on rajoute 10ml de H,SO,4. La formation d’une
coloration rouge brigue ensuite violette indique la présence des glycosides.

I1. 2.5. Dosage des phénols totaux pour les trois extraits étudiés ( extrait aqueux, jus et
EMF) :

e Principe:

Le réactif de Folin-Cioecalteu est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW1,040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo012040).

En milieu basique, ce réactif oxyde les groupements oxydables des composés
polyphénoliques Les produits de réduction (oxydes métalliques de tungestene WgO,zet de
molybdene MogO,3) de couleur bleue, présentent un maximum d’absorption a 760 nm dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans I’échantillon (figure
18).

Ainsi, la quantité de polyphénols pour chaque échantillon est déterminé par la projection de la
valeur de la DO a 760 nm sur une courbe étalon d’un polyphénol standard (acide gallique ou

catechin) réalisé dans les mémes conditions (Singleton et Rossi, 1965).

ol OFO;"

()] sHpos — *
— +2Na’ + 2 Ma

Figure 18 : Principe de la réduction du réactif de Folin Cioecalteu(Singleton et Rossi, 1965)

e Mode opératoire :
Le dosage des polyphénols totaux a éte effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu (FC)
(Boizot et Charpentier, 2006) : 100 pl d’extrait sont mélangés avec 500 ul du réactif FC
dilué 10 fois et 400 ul de Na,CO3 a 7,5 % (m/v). Le mélange est agité et incubé a I’obscurité
et a température ambiante pendant dix minutes et I’absorbance est mesurée & 760 nm par un

spectrophotomeétre UV/Vis (PerkinElmer),(figure 19,annexe I1)

Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique/g de matiére végétale séche en se

référant a la courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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11.2.6. Etude des activités biologiques de Cydonia oblonga Mill.
11.2.6.1. Evaluation de I’activité anti-oxydante pour les trois extraits étudiés (EA, jus
pure, EMF) :
L’évaluation de I’activité antioxydante a été réalisée par deux méthodes différentes:
a ) Détermination du pouvoir réducteur par la méthode FRAP.
b ) Détermination du pouvoir anti-radicalaire par réduction du radical libre DPPH.

11.2.6.1.a) Détermination du pouvoir réducteur par la méthode FRAP :

Le pouvoir réducteur mesure la capacité d’un antioxydant a donner un électron
(Balasundram et al., 2005).

La reduction de I’ion ferrique (Fe3+) en ion ferreux (Fe2+) est mesurée par I’intensité de
I’absorbance de la solution bleue verte qui en resulte .Cette derniére absorbe a une longueur
d’onde de 700 nm. Une augmentation de I’absorbance est I’indice d’un pouvoir réducteur

élevé (Balasundram et al ., 2005 ).
a) Mode opératoire:

1 ml de différentes concentrations de chaque extrait (0,012 ; 0,025 ; 0,05 ; 0,1 ; 0,15 mg) dilué
dans I’eau distillée est mélangé avec 2,5 ml de la solution tampon phosphate (0,2M ; pH 6,6)
et 2,5 ml de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN) 6) a 1%.

Les mélanges sont incubés a 50°C pendant 30 min, apres, 2,5 ml d’acide trichloracétique

(10%) sont additionnés. Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min.

2,5 ml du volume de chaque concentration sont melangés avec 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml

FeCl3 (0,1%). L’absorbance est mesurée a 700 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

L’acide ascorbique est utilisé comme contréle positif dans les mémes conditions opératoires

que les autres échantillons.
b) Expression des résultats :

Pour explorer les résultats obtenus, nous avons tracé les graphes des absorbances obtenues en
fonctions des différentes concentrations utilisées pour les trois extraits de plante étudiés.
L’augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

fractions testées.
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11.6.1.b) Détermination du pouvoir anti-radicalaire par réduction du radical libre
DPPH :
Le principe consiste en la réduction du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazil par les

substances anti radicalaires (figure 20).

Le pouvoir antioxydant sera comparé par la suite avec un antioxydant de synthése I’acide
ascorbique (vit C). Tous les tests ont été réalisés avec 3 répétitions pour chaque concentration.

Le DPPH est un radical libre stable qui posséde une coloration violette foncées , une fois
réduit, il devient jaune pale. Cette derniére est due aux molécules responsables du pouvoir

antioxydant présent dans les extraits étudiés.

Cette capacité de céder les hydrogénes est mise en évidence par une méthode spectrométrique

en suivant la disparition de la couleur violette de la solution contenant le DPPH.

O4N NO, + R O,N Nno, + R
Ny NO,
1 : Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2 : Diphenylpicrylhydrazine(nonradical)
Violet Jaune

Figure 20: Forme libre et réduite du radical DPPH (Molyneux, 2004).

a) Préparation de la solution mere de DPPH :

Le DPPH est solubilisé dans I’éthanol a raison de 4mg / 100ml, sous agitation magnétique

pendant une demi heure (figure 21).
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Figure 21: Solution de DPPH a 0.04 % (Originale, 2014)

b) Préparation de la solution mere et les dilutions de I’extrait aqueux, le jus et ’'EMF :

Comme premiére étape, 1 gramme de poudre sont mixés sous agitation magnétique pendant

25min dans 100 ml d’eau distillée. La solution obtenue est filtrée avec du papier «Wattman»

Pour les deux autres extraits, 1 gramme de jus et d’extrait méthanolique (EMF) ont été
mélangés avec 100 ml d’eau distillée respectivement.

Les dilutions de nos extraits ont été préparées en choisissant différentes concentrations (50 ;
100 ; 200 ; 400 ; 600 ; 800ul ). Ou chacune des dilutions est mélangée avec 1ml de la solution
éthanolique de DPPH.

Aprés une période d’incubation de 30min a température du laboratoire et a I’obscurité ainsi
qu’a I’abri de 1’02 atmosphérique.

En paralléle, la solution éthanolique d’antioxydant de synthese I’acide ascorbique a été
préparée.

L’expérimentation a été effectuée en utilisant un spectrophotométre UV-VIS a longueur
d’onde de 517nm.

c) Calcul :
L activité antioxydante qui exprime les capacités de piéger le radical libre est estimée par le
pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans I’éthanol. Elle est donnée par la

formule suivante :

________________________________________

(Wang et al., 2002)

p—
S
S

AbsT

pmm————

........................................
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Ou:

% DPPH : Taux du DPPH piégé ou taux d’inhibitions.

Abs T : Absorbance du témoin (solution de DPPH! Iblanc) en (nm).
Abs E : Absorbance de I’échantillon.

Le test de DPPH est réalise suivant la méthode décrite par Cuendet et al. (1997), Burits et
Bucar (2000).

11.2.6.2. Evaluation de I'activité antimicrobienne des trois extrais étudiés de Cydonia
oblonga Mill.(EA, le jus et TEMF)

Ces tests ont été effectués au laboratoire de stérilité Complexe SAIDAL-Médéa.

L’objectif de cette étude est de déterminer le taux d’inhibition de la croissance des bactéries et
levures soumis aux trois extraits (extrait aqueux a 10%, jus et extrait methanolique) et ceci par

la méthode de diffusion sur milieu gélosé.
a) Principe :

la méthode de diffusion en milieu solide, en utilisant des disques en papier Wattman est
décrite par (Duraffourd et al., 1990 ;Mazari et al., 2010).

Des disques en papier Wattman pré-imprégnes des différents extraits sont déposés a la surface
de la gélose déja ensemencée par une culture bactérienne, I’extrait diffue a partir du disque en
créant une zone d’inhibition qui permet la déduction des caractéres de sensibilité ou de

résistance de la souche bactérienne.

L’incubation est faite dans une étuve a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 25°C

pendant 48 h pour les levures.

L’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo translucide autour du

disque dont le diametre est mesuré et exprimé en millimétre (figure 22).

La boite de contréle présente un disque non imbibé par I’extrait. Une autre boite témoin, sans
disque, est ensemencée dans les conditions de I’expérience. Elle nous renseigne sur

I’homogeénéité du tapis bactérien.
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Boite de Pétri

Souches test

Milieu de culture gélosé
(Agar

Di= quz imbibé

D’extrait

Zone dhinibition

Croms ance
micrabienne

Figure 22 : lllustration de la méthode de diffusion en milieu gélosé sur boite de Pétri. (De
Billerbeck et al., 2002)

La méthode utilisée dans cette étude est celle adoptée par le laboratoire de stérilité (SAIDAL).
b) Milieux de culture (Annexl).

c) Mode opératoire :

* Préparer les milieux de Soja-Agar et Sabouraud ,stériliser les milieux pendant 20min a
120°C.

* Laisser les milieux 5min a la température du laboratoire (25-28°C) avant de les couler dans
des boites de Pétri sous une hotte a flux laminaire.

* Préparer les extraits testés (I’extrait aqueux , jus et EMF) :

> Extrait aqueux a 10%.
> Lejus pure.
» 30 mg d’extrait méthanolique des feuilles ont été dissous dans 10 ml d’eau

physiologique (3 mg/ ml).

» Devant un bec-benzéne, ensemencer les souches bactériennes a I’aide des écouvillons, en
suspension dans de I’eau physiologique, dans les boites de Pétri contenant le milieu préparé

de Soja-Agar.

* Imbiber les disques (de papier filtre de 9 mm de diamétre) par les solutions a tester, puis
déposer les boites de Peétri dans une étuve a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et a

25°C pendant 48 heures pour les levures.
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 L’absence de toute croissance microbienne se traduit par un halo translucide autour du

disque dont le diametre est mesuré et exprimé en millimétre.

Remarque :

Des disques imprégnés de méthanol sont également utilisés comme témoin négatif.
c) Lecture du résultat :

La mesure du diamétre des halos d’inhibition est souvent transcrite dans différents symboles
proportionnels a I’activite (Lis-Balchin et al., 1998),(Tableau VI).

Tableau VI : Transcription des diameétres d’inhibition des disques imprégnes d’extrait étudié.

Diametres de la zone d’inhibition Transcription Sensibilité du germe
0 0 Résistant

0.5cm * Peu sensible

1 cm + Sensible

2a3cm et Assez sensible
>3cm +++ Tres sensible

(Lis-Balchin et al.. 1998)

11.2.7. Etude des activités pharmacologiques de Cydonia oblonga Mill.

11.2.7.1. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire de I’EA des feuilles et le jus du fruit

de Cydonia oblonga Mill. :

1. Principe :

Selon la méthode de Levy (1969), I’injection de la carraghénine sous I’aponévrose plantaire
de la patte de la souris provoque une réaction inflammatoire qui peut étre réduite par un
produit anti-inflammatoire.
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2. Mode opératoire :

Afin de mettre en évidence de fagon indubitable I’effet anti-inflammatoire, les souris sont
réparties en 4 lots de 5 souris chacun, a savoir trois lots traités et un lot témoin, les souris

males des 4 lots ont été mis a jeln pendant 18 heures avant I’expérimentation.

Le gavage (au temps to ) a été réalisé a I’aide d’une sonde gastrique (figure 23).

Figure 23 : Gavage des souris avec les extraits étudiés (Originale, 2014).

e Lots traités :

Lot E;: les souris sont gavées avec 0.5 ml d’un produit anti-inflammatoire
(Diclofenac®) ; 1 comprimé de 75mg dans 750 ml d’eau physiologique.

Lot E; : Souris gavées avec 0.5 ml d’infusé a 10%(une dose de 2000mg/Kkg).

Lot E3 : Souris gavés avec 0.5 ml de jus frais de coing .

s Lot témoin :

Le témoin recoit par gavage de I’eau physiologique 0.9% sous un volume de
0.5ml.

L’inflammation est provoquée par I’injection de 0.025 ml d’une solution de carraghénine a
1% sous I’aponévrose plantaire de la patte arriere gauche de chaque souris 30 min apres
I’administration du traitement (figure 24).
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Figure 24 : Injection de la solution carraghénine (Originale, 2014).

Au temps t4, I’activité anti-inflammatoire des extraits a été évaluée en sacrifiant les souris par
rupture de la nuque puis en coupant les pattes postérieures au niveau de I’articulation tarso-
métatarsienne (figure 25).

Figure 25: Coupure des pattes postérieures au niveau de

I’articulation tarso-métatarsienne (Oriainale. 2014)
Les pesées sont faites a I’aide d’une balance analytique (figure 26, annexell).

Le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (%d’cedéme) est donné par la formule

suivante :

Moyenne des poids de la patte gauche — Moyenne de la patte droite
% d’'oedé X 100
me =
o doedeme Moyenne des poids de la patte droite

[

____________________________________________________________________________________

Le pourcentage de réduction de I’cedéme chez les souris traitées par rapport aux témoins est
calculé comme suit :

____________________________________________________________________________________

, . \ % de 1'oedéme temoin—% de I’ oedéme essai
% de réduction de I'oedéme = = — x 100
%d’oedéme témoin

| S,

____________________________________________________________________________________

30



Matériel et méthodes

Les résultats sont exprimés en moyenne du nombre de contractions abdominales + écart-type,
la signification statistique est déterminée au moyen du test d’analyse de variance a sens
unique (ANOVA) suivie par Test de comparaison par paire de Fisher au risque de 5%. P<0.05
est considérée comme différence significative, I’étude statistique est réalisée a I’aide du
logiciel Statistica 10.

I1. 2.7.2. Evaluation de I’activité antispasmodique :

La mise en évidence de I’effet antispasmodique est réalisée par le test de torsion selon la
méthode VVogel (2002).

a) Principe :

Ce test consiste a réduire par un produit antispasmodique (extrait aqueux et le jus), la douleur
provoquée chez les souris par injection intrapéritoniale d’une substance irritante (acide
acétique) capable d’entrainer des mouvements de torsion de I’abdomen avec étirement des

pattes postérieures (spasmes).
b) Mode opératoire :

L’extrait aqueux et le jus sont administrés aux souris qui sont reparties en 4 lots de 5 souris

chacun, la répartition de ces derniers est représentée dans le tableau suivant :

Tableau V11 : Répartition des lots pour le test de I’effet antispasmodique.

Désignation des lots 1 2 3 4
Nature du produit Extrait aqueux jus Eau physiologique Spasfon
Dose 0.1 g/ml - - 0.025mg/ml
(2000mg/kq)
Voie d’administration Voie orale (gavage)
des produits

» A TO : administration par gavage de 0,5ml de la dose des produits (Extraits aqueux,

jus ,eau physiologique et solution de spasfon) équivalente pour chague lot.

> Apres 30 min : toutes les souris recoivent 0,2 ml de la solution d’acide acétique a 1%

par voie intra-péritonéale (figure 27).
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Figure 27 : Injection de la solution d’acide acétique a 1%
par voie intra-péritonéale (Originale, 2014)

> Apres bmin : le comptage du nombre de spasmes est réalisé par I’observation directe

des souris pendant les 20 min qui suivent.

c) Lecture des résultats

L’activité antispasmodique est exprimée par le pourcentage de réduction du nombre de

spasmes chez les souris traitées par rapport aux témoins selon la formule de Vogel (2002).

MST — MSE

% RED = MST

%RED : % reduction de la douleur.
MST : moyenne des spasmes du lot témoin.
MSE : moyenne des spasmes du lot essai.

Les résultats sont exprimes en moyenne du nombre de contractions abdominales + écart-type,
la signification statistique est déterminée au moyen du test d’analyse de variance a sens
unique (ANOVA) suivie par Test de comparaison par paire de Fisher au risque de 5%. P<0.05
est considérée comme différence significative, I’étude statistique est réalisée a I’aide du

logiciel Statistica 10.
1. 2.7.3. Evaluation de I’activité cicatrisante des feuilles de Cydonia oblonga Mill. :

La recherche de la propriété cicatrisante des feuilles de Cydonia oblonga est realisée selon le
protocole suivi de Pourrat (1993).

e Principe :
Ce test consiste a évaluer I’activité cicatrisante d’une pommade formulée a base de poudre de

feuilles de Cydonia oblonga sur des scarifications cutanées profondes a la limite de
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saignement chez les lapins et comparer son activité par rapport a une autre pommade de

référence.

e Mode opératoire :

a) Formulation de la pommade :

Pour avoir une pommade a base de feuilles de Cydonia obonga d’une concentration de 40% et
de 100g de poids, les constituants suivants sont pesés a I’aide d’une balance analytique de
précision :
1 40g de poudre de feuilles séches, fines et stériles (stérilisée suite a une exposition a I’'UV
sous une hotte a flux laminaire pendant 20 min')
1 20g de I’huile de vaseline
40g de vaseline
La pommade est préparée dans un mortier en porcelaine a la température ambiante du
laboratoire, dans des conditions d’asepsie rigoureuses (sous hotte a flux laminaire).
La vaseline est portée au bain marie & 36°C pour faciliter le malaxage et pour y pouvoir
dissoudre plus facilement la poudre (Le Hir, 2001).
Le malaxage du mélange doit étre effectué jusqu’au complet refroidissement afin d’éviter la
séparation des constituants (Fonteneau et al., 1999).
La pommade est conditionnée dans des boites de Pétri stériles, le remplissage est réalisé a
I’aide d’une spatule sterile, les boites sont ensuite fermees afin d’éviter toute contamination

extérieure.

b) Contrdle physicochimique et microbiologique de la pommade

e Mesure du pH

Pour connaitre le pH de la pommade, 10g de cette derniére sont triturés avec de I’eau distillée

dont le pH est ensuite mesuré par un pH métre (Seiller et Martini, 1996).
e Homogénéité de la pommade

Elle est vérifiée macroscopiquement par étalement de la pommade en couche mince sur une

surface plane (paillasse du laboratoire) a I’aide d’une spatule (Le Hir, 2001).
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c)

Controle microbiologique de la pommade

Les analyses microbiologiques ont pour but de rechercher les germes responsables de toute

contamination du produit fini (pommade), le protocole suivi est celui préconisé par la

pharmacopée européenne en 1997.

K/
£ %4

Préparation de I’échantillon : 10g de pommade sont pesés et introduits dans un flacon
de 100ml de solution tampon pH 7, puis chauffés au bain marie a 45°C jusqu’a
I’obtention d’une émulsion.

Dénombrement des germes aérobies viables totaux : a I’aide d’une pipette stérile 1 ml
de I’émulsion préparée et 20 ml de milieu gélosé au peptones de caséine et de soja
(Soja agar) liquéfié dont la température n’est pas supérieure a 45°C sont introduits
dans une boite de Pétri, qui est ensuite remuée dans le sens circulaire et laissée reposée
jusqu’a solidification puis incubée a 35°C pendant 5 jours pour faire le
dénombrement.

Dénombrements des moisissures et levures : la méme procédure citée précedemment
est suivie en utilisant cette fois le milieu gélosé Sabouraud liquéfié qui est incubé a
25°C pendant 5 jours pour le dénombrement.

Remarque :

Le nombre de germes aérobies viables totaux est la somme du nombre de bactéries et du

nombre de moisissures et levures trouvées dans les deux boites des milieux Soja agar et

Sabouraud.

R/
A X4

Recherche des entérobactéries et autres grams négatifs : 10ml de I’émulsion sont
introduits dans 90ml du milieu liquide lactosé (BL) a I’aide d’une pipette sterile et
incubés a 35°C pendant 2h, aprés incubation le flacon est bien agité d’ou 1ml de la
solution est prélevé dans un tube contenant 9ml du milieu d’enrichissement Mossel
stérile, ce dernier est incubé a 35°C pendant 24h. une subculture est effectuée sur le
milieu gelosé d’isolement XLD (Xylose-Lysine-Désoxycholate) et incubé a 35°C
pendant 24h.

Une croissance de colonies bien développées de bactéries a Gram négatif,
généralement rougeatre révele une contamination.

Recherche de Staphylococcus aureus: a I’aide d’une pipette stérile, 10ml de

I’émulsion sont introduits dans 90ml du milieu liquide aux peptones de caséine et de
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Soja (BS), et incubé a 35°C pendant 24h, une subculture est ensuite réalisée sur milieu
gélosé Chapman et incubée a 35°C pendant 24h.

L’ apparition des colonies dorées et la dégradation de la couleur du milieu confirme la
présence de Staphylococcus aureus.

Recherche de Pseudomonas aeruginosa : a partir du milieu liquide aux peptones de
caséine et de Soja (BS) précédemment ensemencé, une culture sur milieu gélosé
cetrimde (CAB) est reéalisée puis incubée a 35°C pendant 24h.

L’apparition des colonies verdatre et le virement de couleur du milieu de culture
confirme la présence de Pseudomonas aeruginosa

Recherche d’Escherichia coli : le milieu liquide aux peptones de cas€ine et de Soja
(BS) est réincubé a 43°C pendant 24h, dépassé le délai ,des subcultures sont faites sur
milieu gélosé éosine bleu de éthyléne (EMB) et incubés a 35°C pendant 24h. La
présence de colonies rouges indique une présomption d’Escherichia coli.

Lecture des résultats :

Les résultats sont exprimés en Colonie Formant Unite (CFU), le produit est déclaré
conforme selon les normes spécifiées par les monographies de la pharmacopée
européenne (Anonyme, 2002) si les résultats sont inférieurs aux limites sous citées :

* Germes aérobies viables totaux : < 5.10> UFC / ml

* Levures et moisissures : <5.10° UFC / ml
*  Entérobactéries et Gram(-) : <10 UFC/ml

*  Staphylococcus aureus . absence

* Pseudomonas aeruginosa . absence

*  Escherichia coli - absence

Essai pharmacologique de la pommade :

e Mode opératoire

L’essai s’effectue sur deux lapins albinos de race californienne, ces derniers ont subit une
épilation réalisée a I’aide d’une paire de ciseaux et par un rasoir; aprés épilation et
désinfection de la peau par un coton imbibe d’alcool, trois scarifications paralleles profondes
a la limite de saignement sont effectuées a I’aide d’un bistouri, I’application de la pommade
de feuilles et de la pommade de référence (Madécassol) s’effectue quotidiennement pendant
14 jours sur les plaies provoquées du coté droit aprés délimitation des zones, tandis que les
plaies du coté gauche ne recoivent aucun traitement (cicatrisation naturelle) et serviront de

témoin(figure 28).
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Figure28: Application de la pommade sur la plaie (Originale, 2014)

Afin de suivre I’évolution de processus de la cicatrisation, un examen macroscopique est

réalisé, une échelle de cotation a été fixée en tenant compte de quatre parametres :

e La profondeur de la plaie

e L’apparition ou non d’cedéme

e La présence ou non d’un bourgeon

e L’épaisseur de la crolte

Chacun de ces quatre parametres est qualifié par une valeur numeérique de 0 a 4 définie dans le

tableau suivant :

TableauVII1 : Echelle de cotation de I’effet cicatrisant .

Profondeur

Bourgeon

Edéme

Epaisseur de la cro(ite

0 | Profondeur nulle

Absence de bourgeon

Pas d’cedeme

Pas de crolte

1 | Légerement creusée

Petit bourgeon

Tres léger cedeme

Début de crolite

2 | Peu profonde

Gros bourgeon

Edéme visible

Croute en voie
d’épaississement

3 | Assez profonde

Bourgeonnement massif

(Edeme moyen

Crodte épaisse

4 | Tres profonde

Excés de bourgeonnement

(Edeme grave

Crodte trés épaisse
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I11. Résultats et discussion
I11.1. Détermination de la teneur en eau dans les feuilles de Cydonia oblonga Mill.
Les résultats de la teneur en humidité des feuilles fraiches du cognassier sont rapportés dans le

tableau IX (annexe 111), et illustrés par la figure 29.

M Eau
mMS

MS: Matiere seche

Figure 29: Teneur en eau des feuilles de Cydonia oblonga Mill.

Les végétaux sont riches en eau, les analyses de nos échantillons ont révélé un taux
d’humidité moyen de 53% des feuilles fraiches de la plante. Cela signifie que la moitié du
poids des feuilles fraiches de la plante est constituée par I’eau. Nous constatons que le
cognassier est moyennement riche en eau avec un taux environ 53% de la matiére fraiche.

I11. 2. Rendement en EMF

L’extrait méthanolique des feuilles possedent un rendement peu important avec un

pourcentage de 26,32 %.

111.3. Résultats du Screening phytochimique

Ces tests ont été effectués pour mettre en évidence la présence de certains groupements
chimiques qui peuvent étre responsables a des activités biologiques étudiées. Les résultats

sont indiqués dans le tableau X :
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Tableau X : Résultat du screening phytochimiques.

Composés Réaction
Extrait agqueux Jus
Anthocyanes + +
Leucoanthocyanes + +
Tanins + +
Tanins catéchiques - -
Tanins galliques + +
Alcaloides + -
Quinones libres - -
Quinones combinés + +
Saponosides + +
Coumarines + +
Amidon - -
Flavonoides + +
Glycosides + +

(+) : Réaction positive / (-) : Reéaction négative.

Le test phytochimique réalisé sur la poudre, I’infusé et le jus de Cydonia oblonga Mill. révéle

la présence de plusieurs familles de composés chimiques (figure 30, annexe I11).

Ces résultats montrent que la plante est riche en tanins ; seule la classe des tanins galliques est

présente (réaction positive) tandis que la classe des tanins catéchiques est absente (réaction

négative).

On note aussi la présence des leucoanthocyanes, tanins, saponosides , glycosides, flavonoides

et les composés réducteurs (coumarines) et des traces des alcaloides seulement pour I’extrait

aqueux des feuilles.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Evans (2006) ,Aslan et ses collaborateurs
(2010) qui ont révélé la présence d’alcaloides a I’état de trace, d’une grande quantité de

flavonoides, de tanins et de petite quantité de saponosides avec absence des glycosides.

Kurban(2004) rapporte que le fruit de I’espece Cydonia oblonga Mill. contient le fructose,

les tannins, protopectine, des acides organiques, des acides aminés, I’acide tetradecylique,
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I’acide vaccenique , glycedride, huile volatile et les flavonoides , ainsi que les feuilles
contiennent les alcaloides , les tannins , les glycosides, le mucilage, aldose, lipides, vitamine

C, glycosides cyanogenetiques ,etc.

Ces résultats nous donnent une bonne prévision concernant les activités biologiques de la
plante, malgré son imprécision, elle reste encourageante surtout que ces COMpPOSES
phytochimiques, dont on a révélé la présence, sont connus par leurs effets pharmacologiques
et d’étre impliqués dans de nombreuses activités biologiques.

111.4. Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique préconisée

par Boizot et Charpentier (2006) avec le réactif de Folin-Ciocalteu.

Les résultats obtenus sont exprimés en mg equivalent d’acide gallique par gramme de la
matiere végétale seche (mg égAG/g), en utilisant I’équation de la régression linéaire de la

courbe d’étalonnage tracee de I’acide gallique (Figure 31).

Absorbance a
765nm y = 0,011x+0,037
e 3 R? = 0,9256
£ 25
= 2 / *
(T
8 15 © \
£ @ Absorbance a
2o 1 7Y 765nm
2 05
g
0 2 [C] d'ac galliqﬁe(ug/rﬁl) 10

Figure 31 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des phénols totaux

Pour les trois extraits de la plante étudiée Cydonia oblonga Mill. nous avons remarqué une
variabilité des teneurs en phénols totaux (figure 32). La teneur la plus élevée est constatée
dans I’EMF, elle est de I’ordre de 14.39 mg éqAG/g de la matiére séche suivi par I’EA avec
une teneur de 3,81mg éqAG/g MS, puis le jus de coing avec une teneur de 0.6 mg égAG/g de

matiere seche.
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Ces résultats importants reflétent les donnés trouvés dans la figure 32 ou nous avons
enregistré des rendements moyennement élevés des deux extraits aqueux et méthanolique ce
qui prouve la richesse de chaque extrait de la plante en polyphénols a savoir les flavonoides,

les tanins et les anthocyanes.
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Figure 32: Teneurs en phénols totaux pour les trois extraits de la plante étudiée

Legua et al. (2013) ont montré que la teneur phénolique des extraits de coing varie entre

0.4mg/g jusqu’a 1.12 mg/g de matiére séche exprimée en équivalent d'acide gallique.

D’autre part, Costa (2009) et ses collaborateurs ont révélés une teneur phénolique de 34,9 mg

€qAG/g de la matiere seche de I’extrait méthanolique des feuilles de Cydonia oblonga Mill.

111.5. Résultats des activités biologiques

111.5.1. Résultat de I’activité anti-oxydante pour les trois extraits étudiés (EA, jus pure,
EMF) :

111.5.1.1. Détermination du pouvoir réducteur par la méthode FRAP :

Le tableau XI ( Annexe I11) et les figures 33 et 34 ci-dessous regroupent les résultats de
I’activité antioxydante des trois extraits étudiés (EA, jus et EMF) et de I’acide ascorbique a
différentes concentrations.

Figure 33 : Résultat du pouvoir antioxydant par la méthode FRAP (Originale, 2014).
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2,5
E =
§ 2 —f—La densité optique
“© Acide ascorbique
g 1,5
g —>¢=(DO) EA
2 1
o /
N
£ 05 / _ —%=(DO) Jus
g - = o
°
s ' (DO) EMF

0,125 0,25 0,5 1 1,5
Concentration (mg/ml)

Figure34 : Pouvoir réducteur des extraits et de I’acide ascorbique par la méthode FRAP.

Nous remarquons qu’a la concentration de 0.125 mg/ml, le pouvoir réducteur de I'EMF
présente une densité optique (DO=0.189) supérieur a celle de I’'EA (0.159) et de jus(0.036)
mais nettement inférieur a celle de I’acide ascorbique (DO=0.55). D’apres la figure 34, on

constate que les trois extraits ont une bonne action vis-a-vis de Fe3+.

A la concentration de 1.5 mg/ml I’EA est le meilleur vis-a-vis de réduction de fer, et leur DO
est de 0.827 (Tableau XI, annexe I11) mais elle reste toujours inférieure a celle de I’acide

ascorbique.

L’augmentation simultanée du pouvoir réducteur des trois extraits de Cydonia oblonga Mill.

met en évidence la présence de I’activité antioxydante.

Les résultats de I’activité antioxydante coroborent avec ceux de Allane et Benamara (2010)
qui rapportent I’existence d’une grande activité antioxydante d’extrait aqueux du fruit (796
mg de la vitamine C/100g de la matiére fraiche) ce qui confirme la présence du pouvoir
réducteur de I’espece Cydonia oblonga Mill.

111.5.1.2. Détermination du pouvoir anti-radicalaire par réduction du radical libre
DPPH

Le radical libre DPPH permet I’estimation du pouvoir antioxydant des extraits de la plante
Cydonia oblonga Mill. C’est un radical synthétique de couleur violette qui vire vers le jaune
quand il est capté. L’intensité de la couleur jaune reflete la capacité anti-radicalaire de cet

extrait.
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Les résultats peuvent étre exprimés en tant que : pourcentage de I’activité anti-radicalaire ou
en pourcentage de DPPH restant ou peuvent également étre exprimés en utilisant le parametre
IC50 qui est définit comme la concentration du substrat qui cause une perte de 50% de
I’activité de DPPH (Markowiez Bastos et al., 2007).
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(190) : Pourcentage d’inhibition
Figure 35: Activité anti-radicalaire des trois extraits EA, jus , EMF et VitC (chaque valeur
représente la moyenne de trois essais)
Nos résultats exprimés en tant que pourcentage de [I’activité anti-radicalaire (tableau
Xll,annexe I11) révélent que les extraits testés ainsi que la vitamine C pris comme référence,

sont des anti-radicalaires (figure 35).

Il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec I’augmentation de la
concentration des dilutions soit pour le standard ou pour les trois extraits de Cydonia oblonga
Mill. (figure35 et 36).

Figure 36: Capacité anti-radicalaire de I’'EMF en fonction de la concentration (Originale, 2014).
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On remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour I’extrait méthanolique des
feuilles est proche a celui de la Vit C pour les concentrations 50pl, 400 pl et 800 pl (Tableau

XI1, annexe I11).

Pour une concentration de 800ul, ’EMF a révélé un pourcentage d’inhibition important de
92.23% proche de celui de la vitamine C qui est de 92.38 % tandis que celui du I’EA et le jus
est respectivement de 88.47% et 67.3% (figure 35).

L’activité anti-radicalaire de ’EMF de Cydonia oblonga reste supérieur significativement
(P<0.001), par rapport a la vitamine C.

Les résultats de I’activité anti-radicalaire sont en accord avec ceux de Fkih (2007) et Costa
(2009) et ses collaborateurs. Ces derniers ont constaté que I’extrait méthanolique des
feuilles de Cydonia oblonga Mill. de Portugal possede un fort potentiel antioxydant mais
inférieur a celui de thé vert. Cette activité pourrait étre liée, en partie, a leur richesse en

composés phénoliques qui se produisent dans les feuilles.

Comme proposé par Silva et ses collaborateurs (2004, 2008), les dérivés acides
hydroxycinnamiques semblent étre la force responsable de cette activité. L'effet antioxydant
des acides caféoylquiniques peut étre expliqué par la présence d'un groupe de catéchol, qui
confére une grande stabilité aux radicaux de phenoxyl en participant a la délocalisation
d'électron. En plus, le lien double conjugué dans la chaine latérale d'un groupe de catéchol est
probable pour avoir le grand effet en stabilisant le phenoxyl putatif radical et, en conséquence,

en augmentant l'activité antiradicalaire (Laranjinha et al., 1994 ; Silva et al., 2004, 2008).

111.5.2. Résultats de I'activité antimicrobienne des trois extrais étudiés de Cydonia
oblonga Mill. (EA, le jus et TEMF)

Apres 24 heures d’incubation pour les bactéries a 35°C et 48h pour les levures dans une étuve
portée a 25°C, nous avons retiré les boites de Peétri pour la lecture et I’interprétation des

résultats.

Les figures si dessus (37,38) montrent les résultats obtenus par la technique de diffusion sur

milieu gélosé :
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Figure 37: Absence de I’effet inhibiteur Figure 38: Présence de I’effet inhibiteur

de I’EA et le jus sur Staphylococcus de I’EA sur Sarcina lutea (Originale,

aureus (Originale, 2014). 2014).

Nous remarquons que les deux extraits n’ont présenté aucun effet inhibiteur sur la croissance
microbienne d’ou I’absence des zones d’inhibition, sauf pour I’extrait aqueux qui a présenté
un faible effet inhibiteur de 11 mm contre une seule souche bactérienne Sarcina lutea (Figure
37,38).

Le tableau XI1I extrapole les résultats obtenus pour I’extrait aqueux et le jus

Tableau XI11: Résultats de I’activité antimicrobienne de I’extrait aqueux et le jus

Les souches Diameétre des zones | Sensibilité du germe
d’inhibition (mm)*
EA Jus
Gram - | Escherichia coli 0 0 Reésistant
Bacillus subtilus 0 0 Reésistant
Gram + Sarcina lutea 11 0 Peu sensible
Staphylococcus aureus 0 0 Résistant
Staphylococcus epidermidis | 0 0 Résistant
Levures | Candida albicans 0 0 Résistant

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

(0) : pas d’inhibition
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Nous constatons d’aprés ce tableau que Sarcina lutea est sensible a I’EA des feuilles, tandis
que les autres souches testés sont résistants. Le jus de coing n’a eu aucun effet sur les
microorganismes testés. Ceci serait en rapport, soit avec la concentration de I’extrait aqueux,
soit avec la multirésistance des souches.

Les figures (39,40) ci dessous présentes les résultats de I’activité antimicrobienne de I’extrait

méthanolique des feuilles « EMF»

Zone
d’inhibition Absence de
la zone

d’inhibition

Figure 39: Présence de I’effet inhibiteur de ’EMF  Figure 40: Absence de I’effet inhibiteur de
sur Staphylococcus epidermidis (Originale, 2014)  I’EMF sur Candida albicans (Originale, 2014)

Le tableau XIV extrapole les résultats obtenus pour I’extrait méthanolique des feuilles
<EMF>»

Tableau X1V : Résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique des feuilles

<EMF>»
Les souches Diamétre des zones Sensibilité du germe
d’inhibition

Gram - | Escherichia coli 0 Résistant
Bacillus subtilus 0 Résistant

Gram + | Sarcina lutea 0 Résistant
Staphylococcus aureus 12mm sensible
Staphylococcus 13mm sensible
epidermidis

Levures | Candida albicans 0 Résistant

Nous constatons, que les souches utilisées Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus, présentent une sensibilité a I’extrait méthanolique EMF avec des diamétres de zones
d’inhibition de 13 mm et 12mm respectivement (Figure 39), par contre Escherichia coli,
Bacillus subtilis ,Sarcinas lutea et Candida albicans (Figure 40), ne présentent aucune
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sensibilité par rapport a I’extrait méthanolique. Ceci serait en rapport, soit avec la

concentration de I’extrait méthanolique , soit avec la multirésistance des souches.

Globalement , nous n’avons constatées aucun effet antimicrobien sur I’extrait aqueux et le jus
(EA, jus) . En revanche, les trois extraits n’ont exercé aucune activité antifongique sur la

souche Candida albicans.

Les résultats de I’activité antimicrobienne concernant I’extrait méthanolique sont en grande
partie en rapport avec sa composition chimique riche en tannis, flavonoides révélés par

screening phytochimique.

Nos résultats sont similaires a ceux de Poyrazoglu Coban et Biyik (2010) qui n’ont révéle
aucune activité antimicrobienne de I’extrait éthanolique de Cydonia oblonga Mill. de Turkie
et ceux de Fkih (2007) qui ont donne le méme résultat avec I’extrait des feuilles en solution et

lyophilise.

Cependant, Fattouch (2006) et ses collaborateurs ont montré que le coing posséde une
activité antimicrobienne envers Staphylococcus aureus avec I'extrait acétonique aqueux de la
pulpe et de la peau de fruit de coing (Cydonia oblonga Mill.) qui a montré un effet
antimicrobien plus élevé contre la croissance de bactéries comparée a la pulpe de coing due a

la concentration élevée du contenu phénolique, principalement acide chlorogénique.

Tandis que Karar et ses collaborateurs (2013) ont évalués un effet inhibiteur important (20

mm) contre Escherichia coli avec I’extrait brut de coing d’ Allemagne.

I11.6. Résultats des activités pharmacologiques
111.6.1. Résultat de I’activité anti-inflammatoire de I’EA, jus de Cydonia oblonga Mill.

Nous avons calculé pour chaque lot, le pourcentage d’augmentation de I’ccdéeme de la patte
enflammée par rapport au poids de la patte saine selon la formule de Levy (1969). Les
résultats des moyennes et de la réduction de I’inflammation obtenus sont compilés dans les
tableaux (XV, XVI, XVII et XVIII) en Annexe llII.
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Figure4l : Variation du poids des pattes droites et gauches pour chaque lot.

D’apres la figure 41 et les tableaux (XV, XVI, XVII et XVIII ; annexe I11), nous constatons
qu’il n’y a aucune différence significative (p>0.05) entre les pattes enflammées (patte
postérieure gauche :PPG), qui ont recu la carraghénine (T : 0.211+ 0.01g ; E1: 0.19+ 0.01;
E2: 0.20+ 0.02 ;E3 : 0.21 £0.02) et les pattes saines (patte posterieure droite : PPD) dont le
poids moyen dans les trois lots est respectivement de (T) 0.154 =
0.01 ;(E1)0.164+0.007 ;(E2) 0.163+ 0.01; (E3) 0.176 +0.01. Ainsi, aucune différence
significative (p>0.05) entre les différents traitements utilisés n’est observée (Tableau XIX,

annexe I11).

Cela est peut étre di soit a la dose utilisée ou bien a I’anatomie de I’animal de

I’expérimentation.

Plusieurs recherches ont révelés I’activité antiallergique de I’espéce Cydonia oblonga Mill. tel
que dans une expérimentation in vitro, les auteurs ont soumis des mastocytes traités par un
extrait & I’eau chaude de coing (Cydonia oblonga Mill.) & une stimulation par IgE et antigéne.
L’extrait aqueux du fruit du cognassier a un effet de réduction de I’expression de la cyclo-
oxygenase COX-2 intracellulaire, et qu’il a un effet large sur la phase tardive des réactions
immunitaires des mastocytes. Le leucotriene C4 et la prostaglandine D2 sont aussi réduits.
Cela explique I’effet in vivo chez I’animal de I’extrait de coing sur les lésions ressemblant a la

dermatite atopique (Goetz ,2011).

Essafi-Benkhadir et al.(2012) ont montré que I’extrait polyphénolique de coing tunisien
présente un effet anti-inflammatoire par le traitement de Lipopolysaccharide(LPS) des
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macrophages humains de THP-1-dérivé a induit la sécrétion des niveaux élevés du cytokine
pro-inflammatoire  TNF-a et du chemokine IL-8, qui a été empéché par I'extrait

polyphénolique de peau de coing d'une fagcon dépendante de la dose.

Selon Goetz (2011) et Grindemann et al. (2011), le coing a différentes propriétés : ses
fibres, pectines et tanins agissent au niveau de I’intestin. Le jus de coing est utilisé contre la
rhinite allergique dans un produit comme le Gencydo®. Ici, méme s’il s’agit d’une expérience
in vitro et in vivo, le coing agirait sur I’allergie retardée, et cela serait une indication pour
I’eczéma atopique. Si le produit, théoriquement atoxique, se révéle efficace, on se trouverait

vraiment devant un complément alimentaire « efficace ».

Suite a I’administration de I’extrait aqueux des feuilles et le jus de fruit de cognassier aux
souris, nous avons constatés un effet sédatif remarquable.
111.6.2. Résultat de I’activité antispasmodique

Les résultats de I’activité antispasmodique obtenus sont compilés dans les tableaux XX
(annexe I11) et XXI :

Tableau XXI : Pourcentage de protection de I’activité antispasmodique

Lot Nombre des spasmes Pourcentage de protection
moyen
Témoin 24.2+6.97 0%
Solution de référence 4+1.58 83.47%
Lot EA 16+2.64 33.88%
Lot Jus 10.8+1.64 55.37%

Aprés 10 min de I’injection de I’acide acétique au lot témoin de souris, une moyenne de 24.2
crampes abdominales a été enregistrée, I’administration de I’extrait aqueux des feuilles de
Cydonia oblonga Mill. a 10% réduit la moyenne des crampes abdominales jusqu’a 16 avec
un pourcentage de protection de 33.88 % , ce pourcentage est inférieur par rapport a la
solution de référence Spasfon qui exerce un taux de protection de 83.47% avec une moyenne
de contraction de 4. De méme, I’administration de jus de coing réduit la moyenne des crampes
abdominales jusqu’a 10.8 avec un pourcentage de protection de 55.37% qui est moyennement

inférieur par rapport a la solution de référence.
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Nous avons comparé par ANOVA suivi du test de Fisher les nombres moyen de spasmes de
ces 4 lots et trouvé une différence tres significative, ce qui indique que I’extrait aqueux et le
jus possedent vraiment une activité antispasmodique (Tableau XXI1,annexelll).

Une étude ethnobotanique de Tuzlaci (2010) et ses collaborateurs dit que Cydonia oblonga
Mill. présente un effet antispasmodique.

Ainsi, une autre enquéte ethnobotanique sur I’utilisation des plantes médicinales au Québec a
montré que la population interrogée utilise le genre Crataegus sp. de la famille des rosacées

comme antispasmodique.

Les résultats des analyses préliminaires pour l'occurrence des constituants phytochimiques ont
montré I'existence de tanins, qui sont connus par leurs activité spasmolytique (Budriesi et
al., 2010 ; Kirimer et al., 1997 ; Ammar et al., 2009).

111.6.3. Résultats de I’activité cicatrisante

111.6.3.1. Résultat du controle physicochimique de la pommade

L’homogénéité de la pommade a été vérifiée macroscopiquement en I’étalant sur une couche
mince sur une surface plane, nous constatons a I’ceil nu I’absence des agrégats et des

grumeaux et la bonne répartition de la pommade, donc elle est parfaitement homogenes.

Le pH de la pommade est égal a 6,82. D’apres la valeur qui est ni trés acide ni tres basique,
nous pouvons dire que la pommade ne provoque pas d’irritation sur la peau (Pharmacopée
européenne, 1997).

111.6.3.2 Résultats du contréle microbiologique

Le contrdle microbiologique de la pommade n’a révélé aucune contamination bactérienne ou

fongique (figure 42,annexelll).

Nous colligeons dans le tableau XXIII les résultats du contrdle de la qualité microbienne de la

pommade .
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Tableau XXI11: Résultats du contréle microbiologique de la pommade.

Germes recherchés Normes (Ph.Eur) Notre étude
UFCl/g UFCl/g
Germes mésophiles <100 00
Entérobactéries <10 00
Pseudomonas aeruginosa 00 00
Staphylococcus aureus 00 00
Escherichia coli 00 00

Pour les germes aérobies viables totaux, aucune croissance bactérienne ou fongique n’a été

décelée au bout de 5 jours d’incubation des géloses SA et Sabouraud.
Pour ce qui est des germes spécifiques, aucune croissance microbienne n’a été constatée.

L’analyse microbiologique a révélé un taux de contamination bactérienne et fongique nulle et

a permis aussi de montrer I’absence totale de germes pathogenes.

Au vu des normes en vigueur de la Pharmacopée Européenne (1997), les lots des cremes
analyses sont exempts de toutes contaminations microbiennes. Ils sont ainsi déclarés

conformes.
111.6. 3.3. Résultats de I’essai préliminaire de cicatrisation
L’essai préliminaire de cicatrisation nous a permis de relever certaines observations :

*  Cliniquement, aucun signe de toxicité locale ou systémique n'a été noté chez les lapins
traités par la pommade. Au terme de la période de traitement, aucunes lésions ou
perturbation dans la repousse des poils n'ont été observées.

* Ainsi, la pommade s'est révélée relativement bien tolérée chez le lapin aprés des
applications cutanées itératives durant 15 jours.

* D’une facon générale, I’observation montre I’absence d’cedéme pour les deux zones
traitées par la pommade a base de feuilles de Cydonia oblonga et par le produit de
référence Madeécassol, ce qui signifie que ces deux traitements ne favorisent pas le
processus inflammatoire, par contre pour le lot témoin un cedéme léger apparait dés le

premier jour et s’estompe pour disparaitre le 3eme jour.
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Le bourgeon est relativement peu marqué, il se manifeste dés le premier jour pour les
plaies traitées pour s’estomper assez rapidement et disparaitre le 4eme jour, cependant
pour le lot témoin il n’apparait que vers le 3°™ jour et persiste jusqu’au 6°™ jour .
Chez les lapins traités, nous observons la formation d’une crolte 1égére apres 24h du
traitement et qui s’épaissit durant les premiers jours et disparait au geme jour pour les
zones traitées par la pommade de feuilles et au 7°™ jour pour les zones traitées par
Madécassol ; cependant, elle apparait moins épaisse au bout du 3°™ jour, elle
s’épaissit et persiste jusqu’au 11°™ jour.

Les scarifications sont nettement plus profondes pour les zones non traitées (témoin)
que pour celles traitées, au bout peme jour de traitements , la profondeur des plaies
traitées par la pommade de feuilles est moins importante par rapport a celles traitées
par Madécassol. Les deux traitements ont donné une bonne cicatrisation avec des
délais de guérisons un peu differentes et qui est de 8 jours pour la pommade de
feuilles de Cydonia oblonga et de 9 jours pour Madécassol. La cicatrisation naturelle
et compléte des témoins se fait au bout du 14°™ jour (Figure 43 et 44,annexelll).
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Figure 43: Evolution de la profondeur des plaies.

Le résultat de I’activité cicatrisante concorde avec celui trouvé par Echard et Droux (2014)
qui ont formulé une créme a base d’un extrait de feuilles de Cydonia oblonga a 0.5% testée
sur quinze volontaires en réduisant la réponse inflammatoire et protége également la peau
contre des irritations.

Le screening phytochimique révele que Cydonia oblonga est une plante tres riche en tannins
qui, selon Bruneton (1999) possédent des activités cicatrisantes. L’absence de I’cedéme est

justifié par I’activité anti-inflammatoire que posséde la plante .
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Conclusion

Le présent travail nous a permis d’avoir une idée sur les métabolites secondaires que
peut synthétiser Cydonia oblonga Mill. et sur les éventuelles activités biologiques et
pharmacologiques qui le caractérisent. Cette espéce s’est avéré étre une remarquable source

de molécules biologiquement actives a travers ses feuilles et ses fruits .

Dans la premiére partie, le criblage phytochimique basé sur des tests spécifiques a
permis d’identifier les tanins, les flavonoides, les leucoanthocyanes, les saponosides, les
coumarines et les glycosides, ces métabolites secondaires ont de grandes valeurs

thérapeutiques.

De plus, le dosage des phénols totaux des extraits étudiés a révélé des teneurs
considérables dans Cydonia oblonga Mill. alors que, la forte teneur a été enregistrée dans

I’extrait méthanolique (EMF).

L’étude de I’activité antioxydante par la méthode de réduction de fer (FRAP) et celle
du piégeage de radical libre DPPH de I’extrait aqueux, le jus et I’extrait méthanolique a
montré que tous nos extraits possédent un pouvoir antioxydant modeéré en particulier I’extrait
méthanolique (EMF).

Il est & noter que le pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique (EMF) est largement
supérieur par rapport aux autres extraits, mais nettement inférieur a celui de I’acide

ascorbique.

En outre, les résultats de I’activité antimicrobienne nous a montré que I’extrait
méthanolique possede un faible pouvoir inhibiteur sur deux souches bactériennes
Staphylococcus aureus et Staphylococcus épidermidis. De méme, I’extrait aqueux des feuilles
et le jus de fruit ne manifestent aucun effet antimicrobien vis-a-vis les germes testés sauf pour
la souche Sarcina lutea avec une faible action inhibitrice. Toute fois les trois extraits ne

présentent aucune activité antifongique.

La résistance de ces germes peut étre expliquée, selon la bibliographie, par la rigidité

de leur paroi, ou a leur faculté de métaboliser ces composés.

Les résultats obtenus, a I’issu du test anti-inflammatoire montrent que I’extrait aqueux
des feuilles et le jus de fruit réduit de fagcon non considérable I’cedeme induit par la

carraghénine.



D’autre part, I’extrait aqueux des feuilles et le jus de fruit de Cydonia oblonga Mill.
présentent une importante activité antispasmodique chez les souris rendus spasmodiques par

I’acide acétique, en diminuant d’une maniere significative les spasmes.

Enfin, la plante exhibe une activité cicatrisante équivalente a celle du Madécassol®. En
effet la poudre de la plante engendre une cicatrisation rapide, notamment entre le 5°™ et 8m
jour du traitement. La poudre de la plante a accélérer la cicatrisation comparativement a celui
du médicament. L’effet cicatrisant de la plante est di aux tanins et aux phénols mis en
évidence par le criblage phytochimique. Ces composés sont connues par leur activité
antimicrobienne et antiseptique qui combattent les infections, réparent les tissus et renforcent
la cicatrisation. En effet les tanins activent la multiplication et la régénération cellulaires ce

qui contribuent a augmenter la vitesse de cicatrisation.

Pour conclure, cette étude reste préliminaire, de ce fait, elle nécessite des études
approfondies par des méthodes analytiques performantes tel que la chromatographie liquide a
haute performance (HPLC) ou encore la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CG-MS) pour déterminer, d’une part, les composés de Cydonia
oblonga qui peuvent étre responsables de tels effets et d’autres part, le mécanisme absolu par

lequel ces composés accomplissent leurs réles.
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Annexe I

Tableau I : Structure chimique des acides organiques des feuilles de Cydonia Oblonga Mill.

Acide organique Structure chimique

{|ZOOH
¢z
Acide citrique HO—(lz—COOH
ki
COOH

COOH

HO—C—H
ok
COOH

Acide malique

Cl)OOH
COOH

Acide oxalique

HO COOH

Acide quinique
HO OH
OH

COCH

Acide shikimique
HO OH
OH

(TTOOH
CH
Acide fumarique [

?PE
COOH

(Oliveira et al., 2008)
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Tableau Il : Composition chimique des feuilles de Cydonia oblonga Mill.

Composé

Structure chimique

OH
OH

HOOQC
Acide 3-0-caféoylquinique ! P o
OH
OH
Q
: - P g >
Acide 4-0-caféoylquinique W
HOOG
L, N GH
0
/ OoH
o
Acide 5-0-caféoylquinique OH
HOGC OH
OH OH

Acide 3,5-0-dicaféoylquinique

R, = Galactose, R, = OH; Quercetin-3-0-galactoside
R, = Rutinose, R, = OH; Quercetin-3-O-rutinoside
R, = Glucose, R, = H; Kaempferol-3-0-glucoside
R, = Rutinose, R, = H; Kaempferol-3-O-rutinoside

(Oliveiraet al., 2012)




Annexe III

Tableau IX : La teneur en eau et de matiere séche des feuilles du Cydonia oblonga

Teneur en eau (g/100g) Teneur en matiére seche (g/100g)

52,55 47,45

Réaction des leucoanthocyanes Réaction des tanins

Réaction des tanins galliques Réaction des tanins saponosides

Figure 30: Résultats du screening phytochimique (Originale, 2014)
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Tableau XI: La densité optique des trois extraits et I’acide ascorbique

Les concentrations(mg/ml) 0,125 0,25 0,5 1,5
La ~ densité | Acide 0,55 1,13 1,517 1,9 2,17
optique ascorbique
(DO)

EA 0,159 0,229 0,315 0,592 0,827

Jus 0,036 0,056 0,104 0,209 0,302

EMF 0,189 0,224 0,358 0,464 0,619

TableauXIl : Le pourcentage de I’activité antiradicalaire des trois extraits et I’acide
ascorbique.
Pourcentage d’inhibition (1)%

C (ul) EA jus EMF Vit C
50ul 34,57 0,82 30,31 32,98
200yl 65,61 20,98 58,04 71,03
400l 72,86 33,51 89,46 90,69
600ul 84,75 63,21 91,86 91,12
800ul 88,47 67,3 92,23 92,38

Tableau XV : Résultats de I’activite anti-inflammatoire chez le lot témoin (I’eau distillée)

Souris 1

Souris 2

Souris 3

Souris 4

Souris 5

Moyenne

Poids des
pattes
droites (g)

0,1395

0,1621

0,1637

0,1691

0,1385

0,1545

Poids des
pattes
gauches ()

0,2005

0,2166

0,2291

0,2160

0,1931

0.2110

Pourcentage
d’eedéme
(%)

36,57

Pourcentage
réduction
de I’cedéme
(%)




Annexe III

Tableau XVI : Résultats de I’activité anti-inflammatoire chez le lot produit de Référence

(Diclofénac®)

Souris

Souris 1

Souris 2

Souris 3

Souris 4

Souris 5

Moyenne

Poids des

pattes droites

(@)

0,1729

0,1611

0,1701

0,1622

0,1540

0,1640

Poids des
pattes
gauches ()

0,1852

0,1950

0,215

0,1960

0,1768

0,1936

Pourcentage
d’cedéme (%)

18,05

Pourcentage
réduction de

I’cedéme (%)

50,76

Tableau XVII

: Résultats de I’activité anti-inflammatoire chez le lot extrait aqueux

Souris

Souris 1

Souris 2

Souris 3

Souris 4

Souris 5

Moyenne

Poids des
pattes
droites (g)

0,1601

0,1794

0,1518

0,1605

0,1667

0,1631

Poids des
pattes
gauches ()

0,1901

0,2330

0,215

0,1813

0,1989

0,2036

Pourcentage
d’eedéme
(%)

24.83

Pourcentage
réduction
de I’cedéme
(%)

32,10
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Tableau XVII1 : Résultats de I’activité anti-inflammatoire chez le lot jus

Souris Souris 1 Souris 2 Souris 3 Souris 4 Souris5 | Moyenne

Poids des
pattes 0,1870 0,1579 0,1844 0,1661 0,1887 0,1768
droites (g)

Poids des
pattes 0,2601 0,2001 0,2213 0,1917 0,2017 0,2145
gauches ()

Pourcentage
d’eedéme 21,32
(%)

Pourcentage

réduction 41.70

de I’cedeme
(%)

Tableau X1X: ETUDE STATISTIQUE DE L’ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE

TEST ANOVA suivie par Test de comparaison par paire de Fisher au risque de 5%.

LSD test; variable PPG (stat PPG) Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between MS = ,00040, df =

16,000
TRT {1} - 21106 {2} - ,19360 {3} - ,20366 {4} - 21498
1T 0,184654 0,565019 0,759625
2 R 0,184654 0,436114 0,108942
3 [EA 0,565019 0,436114 0,382071

4 3 0,759625 0,108942 0,382071




0,24

Current effect: F(3, 16)=1,1153, p=,37210
Effective hypothesis decomposition

Annexe III

TRT; LS Means

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

0,23

0,22

0,21

PPG

0,19

0,18 |

0,17

0,20

0,16

TRT

-P>0.05 : La différence n’est pas significative.

-0.05> P> 0.01 : La différence est significative.

-0.01> P> 0.001 : La différence est tres significative.

-P<0.001 : La différence est hautement significative.

Tableau XX: Résultats de I’activité antispasmodique.

Témoin Référence EA
Souris1 19 6 13 9
Souris2 35 4 15 10
Souris3 27 3 20 12
Souris4 22 5 17 10
Souris5 18 2 15 13
somme 121 20 80 54
Moyenne 24,2 4 16 10,8
Ecart type 6,97853853 1,58113883 2,64575131 1,64316767
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Tableau XXII: ETUDE STATISTIQUE DE L’ACTIVITE ANTISPASMODIQUE
TEST ANOVA suivie par Test de comparaison par paire de Fisher au risque de 5%.

LSD test; variable SPASMES (Spreadsheet3) Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between MS =
15,225, df = 16,000

AW NP

TRT {1} - 24,200 {2} - 4,0000 {3} - 16,000 {4} - 10,800
T 0,000000 0,004307 0,000056
R 0,000000 0,000173 0,014074
EA 0,004307 0,000173 0,051236
J 0,000056 0,014074 0,051236
TRT; LS Means
Current effect: F(3, 16)=23,868, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
35 T T T T
30+
25}
20+
(%)
L
>
0 15}
<
o
n

10

-5

TRT
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Figured4 : Résultats du I'essai préliminaire de cicatrisation (Originale, 2014)



