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Résumé :
Cognassier (Cydonia oblonga) ou communément appelé Safarjal, est une plante qui appartient

a la famille des rosacées, caractérisee par ses diverses propriétés thérapeutiques antioxydante,

anti hémolytique, antibactérienne...etc.

Cette présente étude a pour but de réaliser des tests phytochimique qualitatifs et des dosages
des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu, des flavonoides en milieu alcalin en
présence de trichlorure d’aluminium et des tanins condensés par la méthode a vanilline, de
I’extrait brut eau-méthanol préparé par une infusion suivie d’une macération (48h), sa fraction
organique acétate d’éthyle enrichis en polyphénols et la phase résiduelle aqueuse, des feuilles

séchées et broyées de Cydonia oblonga, récoltées dans la région de Tlemcen.

L’extrait brut eau-méthanol a présenté le rendement d’extraction le plus élevé, d’ordre de

14,16%, par rapport aux deux autres extraits.

Le screening phytochimique a revélé la présence des flavonoides, tanins, quinones et des

terpénoides dans les différents extraits des feuilles du cognassier.

Les résultats des dosages des composés phénoliques réalisés indiquent que la fraction acétate
d’¢éthyle possede les teneurs les plus €levées en polyphénols totaux, flavonoides totaux et en
tanins condensés, avec des teneurs d’ordre de 1026,1+37,52 ug E AC/mg E, 391,06+21,4 ug E
C/mg E et de 300,8+28,6 ug E C/mg E, respectivement.

Mots clés : Cydonia oblonga, extraction, screening phytochimique, composés phénoliques,

dosages.



Abstract:

Quince (Cydonia oblonga) or commonly called Safarjal, is a plant, which belongs to the family
of rosacea, characterized by its various therapeutic properties: antioxidant, anti-haemolytic,
antibacterial...ect.

The purpose of this present study is to carry out qualitative phytochemical tests and dosages
of total polyphenols by the Folin-Ciocalteu method, flavonoids in an alkaline medium in the
presence of aluminum trichloride and tannins condensed by the vanillin method, of crude water-
methanol extract prepared by an infusion followed by maceration (48h) and its organic ethyl
acetate fraction enriched with polyphenols and the residual aqueous phase, dried and ground

leaves of Cydonia oblonga, harvested in the region of Tlemcen .

The extraction yield of the crude hydro-methanolic extract has the highest rate compared to
the other two extracts of 14.16%

Phytochemical screening revealed the presence of flavonoids, tannins, quinones and

terpenoids in the different extracts from quince leaves.

The results of the assays of the phenolic compounds carried out indicate that the ethyl acetate
fraction has the highest contents in total polyphenols, total flavonoids and condensed tannins
in the order of 1026.1+37.52 ug E AC/mg E, 391.06£21.4 ug E C/mg E and 300.8+28.6 ug E
C/mg E respectively.

Key word: Cydonia oblonga, extraction, phytochemical screening, phenolic compounds,

dosage.
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Introduction



Introduction

Depuis trés longtemps, les plantes médicinales jouent un réle important dans la conservation

de la santé de I’homme et de la survie de I’humanité (Chevallier, 2011).

Certaines espéces possedent des propriétés pharmacologiques en synthétisant de nombreuses
composées appelées « métabolites secondaires », qui leur conférent un intérét médicinal
remarquable (Haddouchi et al., 2016).

Les métabolites secondaires sont des composés chimiques synthétisés par les végétaux dans les
différentes parties de la plante, et qui représentent un réservoir immense de molécules
utilisables dans le domaine thérapeutique en tant que médicament ou supplément alimentaire

pour guérir ou prévenir plusieurs maladies (Macheix et al., 2005).

Ces derniéeres années, en raison d’une conscience croissante des effets secondaires négatifs des
médicaments et de leurs codts élevés, le monde reconnait un recours aux plantes médicinales

comme forme alternative de santé (Nosto et al., 2000).

Cydonia oblonga est une plante médicinale de la famille des rosacées, qui est utilisée pour
prévenir ou traiter plusieurs maladies tel que le cancer, le diabéte, les infections urinaires... etc.
Elle est connue par sa richesse en composés phénoliques possédant plusieurs propriétés
pharmacologiques ; anti oxydante, anti hémolytique, antibactériennes, antifongique et anti-
inflammatoire (Ashraf et al., 2016).

L’objectif de notre étude se portera dans la valorisation des plantes médicinales a effets
thérapeutiques, utilisées par la population algérienne. Elle se base sur une étude phytochimique
qualitative et des dosages des composés phénoliques d’extrait brut eau-méthanol et sa fraction
organique acétate d’éthyle enrichis en polyphénols des feuilles de Cydonia oblonga, récoltées
dans la région de Tlemcen.

Ce travail se divise en deux parties distinctes :

» Une partie bibliographique qui englobe 3 chapitres dans lesquels nous présentons la
phytothérapie et les métabolites secondaires, une description de I’hémolyse et son

processus et enfin une présentation de la plante étudiée.

» Une partie expérimentale qui comporte les différentes techniques et 1’analyse des
résultats du screening phytochimique et du dosage des composés phénoliques,

polyphénols totaux, flavonoides totaux et tanins condensés, des extraits prépares.
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I. Les plantes médicinales

Depuis I’antiquité, I’homme utilise les plantes médicinales comme une source de survie et de
traitement pour différentes maladies. Elles sont considérées comme des usines chimiques
naturelles produisant des substances actives (alcaloides, huiles essentielles, flavonoides,
tanins...) indispensables pour le bien-étre de I’humanité (Chevallier, 2001).

Dans certains pays, surtout ceux en voie de développement, 1’usage des plantes médicinales a
des fins thérapeutiques reste toujours important malgré le progrés de la pharmacologie.
Aujourd’hui, elles sont appliquées aux traitements des maladies chroniques et aigues (Tabuti
et al., 2003 ; Benzie et Galor, 2011).

1. Phytothérapie

La phytothérapie est I’application thérapeutique des plantes en entier ou en partie (fleur, feuille,
tige, racine) ou comme extrait (décoction, distillat, huile essentielle) (Benzie et Galor, 2001).
Elle offre les meilleurs remedes naturels avec de multiples avantages malgré les énormes

évolutions réalisées par la médecine moderne (Chevallier, 2001).

Ces plantes exercent leurs effets bénéfiques en utilisant I’ensemble des constituants de la plante
contrairement aux produits pharmaceutiques qui ne sont composés que d’un seul principe actif
(Donald, 2000).

2. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés de nature chimique synthétisés par la plante,
jouant un role important dans la croissance, la défense contre 1’attaque des pathogénes ainsi que
I’adaptation des plantes a leur environnement (Ramachandra et Ravishankar, 2002 ;
Jamwal, 2017).

En fonction de leurs origines biosynthétiques, les métabolites secondaires peuvent étre divisés

en trois groupes : les composés phenoliques, les composes azotés et les composes terpéniques.
2.1. Les composés phénoliques

Le terme polyphénols ou composés phénoliques rassemble un ensemble de molécules ayant
tous un noyau benzénique portant un groupement hydroxyle libre ou engagé dans une fonction
ester ou hétéroside (Krief, 2003).

Les composés phénoliques occupent une place majeure dans la science naturelle en tant que

classe importante de produits naturels bioactifs dans le monde entier. Ils sont présents presque
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dans toutes les familles des plantes, concentrés dans les racines, les feuilles, les fruits et les

couches d’écorces.

La biosynthése des composés phénoliques se fait par deux voies principales ; la voie shikimate,

assurée par I’acide shikimique provenant du 3-déhydroshikimate réduit, et la voie acétate
(Krief, 2003). (Fig.1)

| Hydrates de carbone |

./\ Acides gras
( Voie des Pentoses P Glycolyse l
| |

[— Ervthrose 4 -P P-£nol Pyruvate

ACIDE N P , .
GALLIQUE I Acide shikimigque J Tc.:tg.rl Cos
NHy — NH
/ \_‘ 8 | Malonyl CoA |
Tyrosine Phénylalanine

3 Malonyl CoA
TANNING . \ r’_’_,.'f
HYDROLYSABLES NH, — NH, )
clisation

Acide cinnamique

\ Polyéthyloétone

CHALCONES

l
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J

ANTHOCYANES

|

TANNING CONDENSES

Figure 1 : Représentation des voies de biosynthése des polyphénols

Les polyphénols sont diviseés en plusieurs classes en fonction du nombre de cycles de phénols
qu’ils contiennent et aux éléments structuraux qui les relient les uns aux autres. On distingue

les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les coumarines... (Archivioet al., 2007).
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2.1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composes phénoliques, ayant au moins une fonction acide et
un hydroxyle phénolique. Ils sont appelés aussi phénol carboxylique (Kumar et Goel, 2019).

Ces composés sont représentés en deux Sous-groupes :
e Les acides hydroxy benzoiques sous forme d’ester ou glycoside (Fig. 2).

e Les acides hydroxy cinnamiques souvent estérifiés (Fig. 3) (Achat, 2014).

L
I//-.\_hl/'l\\_ - - ll.l )
I ) R i ~ou
x__‘v’_fl-' & --7-]

Figure 2 : Structure de I’acide benzoique Figure 3 : Structure de I’acide
(Krief, 2003) cinnamique (Bruneton, 2008)

2.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques naturellement présents dans la plante,

responsables de la couleur des fleurs (Chouhanetal., 2017).

Structuralement, les flavonoides partagent un méme squelette de base qui se compose de deux
cycles aromatiques (cycle A et B) liés par une chaine a trois atomes de carbone formant un

hétérocycles (cycle C) (Erdmanet al., 2005) (Fig. 4).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (Rajnarayana et al., 2001)

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes en fonction de la présence d’une
double liaison entre atome de carbone 2 et 3, ou un groupe hydroxyle en position 3 du cycle C :
les flavanes, flavones, flavanones, flavanols... etc (Middeltonet al., 2000 ; Erdman et al.,

2005).
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2.1.3. Les tanins

Les tanins sont des métabolites poly phénoliques caractérisés par un poids moléculaire
supérieur a 500 Dalton et la capacité de précipiter les protéines (Bennick, 2002).

Selon les caractéristiques structurales et les propriétés chimiques spécifiques. Les tanins sont
classés en deux grands groupes : Les tanins hydrolysables et les tanins condenses (Khanbabaee
et Van Ree, 2001).

e Les tanins hydrolysables : sont caractérisés par un noyau central glucidique sur lequel se
fixe des acides carboxyliques phénoliques par une liaison ester (Quideau et al.,
2011) (Fig. 5).

e Les tanins condensés : sont appelés aussi pro anthocyanidines. Ce sont des oligomeres
formés de 2 a plusieurs unités de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons C-
C(Khanbabaee et Van Ree,2001)(Fig. 6).
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Tanins Gallicmes Tanins Ellagique
Figure 5 : Structure des tanins hydrolysables Figure 6: Structure des tanins condenses

P , 2005
(Peronny, 2005) (Peronny )

2.1.4. Lescoumarines

Les coumarines constituent une classe des metabolites secondaires des végétaux dérivés
d’acide cinnamique par cyclisation de la chaine latérale de 1’acide o-coumarique. Ces
substances sont plus courantes dans la nature sous forme d’hétéroside (Giada, 2013). Les
coumarines sont des hétérocycles oxygénés a 9 atomes de carbones possédant le noyau benzo-
pyrannone-2(Curini etal., 2006) (Fig. 7).
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Figure 7 : Structure des coumarines (Bruneton, 2008)

2.2. Lescomposés azotés (Alcaloides)

Les alcaloides sont des substances organiques d’origine végétale, a caractére alcalin et
présentent une structure complexe hétérocyclique ayant un atome d’azote (Gupta etal., 2015).
Ils sont synthétisés au niveau des sites précis (racine de croissance) puis transportés dans leur
site de stockage, qui est le plus souvent les tissus périphériques, sous forme soluble, sels ou

sous forme complexée (Rakotonanahary, 2012).

Selon la présence ou 1’absence d’un précurseur de synthése (acide aminé), et I’inclusion ou non
d’un atome d’azote dans un systeme hétérocyclique (Bruneton, 2009 ; Gupta et al., 2015), on

distingue trois classes d’alcaloides :

e Alcaloides vrais : formés a partir des acides aminés dont 1’atome azote est inclu dans
un systéme hétérocyclique.

e Proto alcaloides : formés a partir des acides aminés dont I’atome d’azote n’est pas inclu
dans un systéeme hétérocyclique.

e Pseudo alcaloides : présentent tous les caractéres des alcaloides vrais mais qui ne sont

pas des dérives des acides aminés.

2.3. Les composés terpéniques

Les terpenoides constituent la plus grande classe des produits naturels et la plus variée sur le

plan structural (Buchanan,2000).

Chez les végétaux, les terpénoides sont des métabolites secondaires produits par les tissus
vegetatifs dans les racines mais aussi par diverses piéces florales a partir d’un précurseur simple
de 5 atomes de carbones; I’isopentenyldiphosphate (IPP) et son isomére Ile
dimétylallyldiphosphate (DMAPP) assemblés et modifies (Singh et Sharma, 2014).
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Leur classification est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité de base “’isopréne’’ (Fig.8).
On distingue : les hémiterpénes (C5), les monoterpénes (C10), les sesquiterpenes (C15),
lesditerpénes (C20), les sesterterpénes (C25), les triterpénes (C30), les tétraterpenes (C40) et
les polyterpenes (C5n) (Vandermoten et al., 2008).

Figure 8 : Structure de I’isopréne (Olide Mayer, 2004)
3. Toxicité des plantes medicinales :

En dehors de 1’usage thérapeutique, les produits a base de plante médicinales peuvent contenir
des contaminants toxiques tels que les pesticides et les métaux lourd qui sont susceptibles de
causés des réactions allergiques et/ou toxiques. Cette toxicité peut étre liée aux mélanges
complexes qu’elles contiennent tel que les terpénes, alcaloides, saponines et d’autres produits
chimiques augmentant le risque de réactions indésirables par leurs effets additifs ou synergiques
des interactions chimiques. Les plantes médicinales ou remedes naturels ne différent pas
fondamentalement des médicaments ; ils ont aussi des effets bénéfiques, des limites
d’utilisation et des effets secondaires (Zeggwaghet al., 2003 ; Saad., 2006).

Pour étudier la toxicité in vitro, les globules rouges présentent un modéle cellulaire idéal en
raison de leur facilité d’isolement et leur simplicité, en se basant sur 1’effet hémolytique qui est
un phénomene irreversible par lequel les globules rouges sont détruites et liberent leur contenu

hémoglobinique.

1. L’hémolyse

1. Globules rouges

Les globules rouges ou hématies sont des cellules anucléées produites principalement dans la
moelle osseuse et circulent dans les vaisseaux sanguins en fixant I’oxygene sur I’hémoglobine

au niveau des tissus et des poumons (Aguilar, 2007).
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Les hématies ont la forme d’un disque biconcave de 7 a 8 micrometres de diametre contenant
principalement 1’hémoglobine et d’autres molécules indispensables a sa survie (Gaucher,
2007 ; Medkour, 2008).

2. Membrane des globules rouges

Les globules rouges sont formés d’une membrane érythrocytaire composee d’un mélange de
lipides et de protéines, structurés dans une bicouche lipidique, dont leur répartition est

commune dans toutes les membranes érythrocytaires (Daleke, 2008).

La répartition des lipides dans la bicouche n’est pas homogene ; on trouve la sphingomyéline
et la phosphatidylcholine dans le feuillet externe et la phosphatidyléthanolamine et la
phosphatidylsérine dans le feuillet interne. Ces phospholipides sont en mouvement continu et
se deéplacent rapidement & travers la bicouche lipidique (Kuypers, 2008).

Les protéines membranaires s’intercalent entre les deux feuillets de la bicouche lipidique jouant
un role important dans les échanges entre les deux milieux externe et interne et dans la stabilité
de la membrane érythrocytaire (Elgsaeter et al., 1986) (Fig. 9).

Milieu extracellulaire Glucides

Tétes hydrophiles
Glycoprotéine

s\\mmﬁi 2938 j _—
1l e Ol it Y

Cholesterol “ Phospho!ipide

— Protéine transmembranaire Protéine de surface
Glycolipids (structure globulaire)
o i g Protéine transmembranaire
Prot hérique
folgme ponp _q!-_ / (structure en hélice alpha) A
Filaments de cytosquelette Chaines hydrophobes
Cytoplasme

phospholipidique

Figure 9 : Composition de la membrane cytoplasmique du globule
rouge (Dodge et al., 1963)

3. Processus de I’hémolyse

L’hémolyse est un phénomeéne physiologique irréversible qui est dd a la destruction de la
membrane érythrocytaire entrainant alors une libération excessive des éléments intra-

érythrocytaire dans le sérum apres une durée de vie de 120 jours (Mezzour et al., 2005).
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4. Types d’hémolyse
4.1. Hemolyse physiologique

C’est la destruction des globules rouges aprés une durée de vie normale de 120 jours par la perte
du contenu enzymatique et 1’altération membranaire. Elles sont ensuite phagocytées par les
macrophages du systéme des phagocytes mononuclés (Aguilar, 2007).

On distingue deux types d’hémolyse physiologique :
4.1.1. Hémolyse intra tissulaire

Pour une personne saine, la plupart des hématies sont détruites dans les macrophages de la
moelle osseuse, tandis que le reste de I’hémolyse se répartit dans 1’organisme en particulier

dans le foie et la rate (Aguilar, 2007).
4.1.2. Hémolyse intra vasculaire

Elle est caractérisée par la libération du contenu du globule rouge dans la circulation sanguine,
ceci est due a la formation du complexe d’attaque membranaire qui en résulte de I’activation
compléte du complément a la surface des hématies. Et I’hémoglobine libéré va étre capté par
I’haptoglobine et transporté directement aux cellules du foie afin d’étre dégradé (Rother et al.,
2005).

4.2. Hémolyse pathologique

Elle est définie par la destruction prématurée des hématies sous 1’effet d’un processus
hémolytique qui peut étre due a deux mécanismes principaux ; soit a une anomalie du globule
rouge (hemolyse corpusculaire ou globulaire) soit a une agression extrinséque des hématies
(Rother et al., 2005 ; Aguilar, 2007).

5. Plantes a effet hemolytique et anti hémolytique

En tant que modeéle cellulaire, les globules rouges sont les plus employés dans 1’étude de la

cytotoxicité in vitro, grace a leur simplicité, leur facilité d’isolement et a leur effet hémolytique.

Plusieurs plantes médicinales ont été étudiées pour la recherche de leurs effets hémolytiques.
Le tableau 1 résume quelques travaux réalisés sur I’effet hémolytique des extraits des plantes

médicinales.
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Tableau 1 : Recherche d’effet hémolytique de quelques plantes médicinales

Plantes (partie .
.\ (P Dose et type d’extraction Taux d’hémolyse Références
utilisée)
Tiges et feuilles 2rr,|g/ ml :_extralt ,hydr,o
oy . méthanolique préparé par | 71,31% Abbou, 2016
Juga iva macération
L 2mg/ml : extrait brut hydro
Partie acrienne alcoolique préparé par 85,9% Chabane, 2016
d’Artemisia absinthuim . q. prepare p ’ ’
macération
Ecor racin mg/ml : extrai .
co ce_s et raci _es de 5mg/ " extrait des 54.21% Elalaoui. 2015
Berberis vulgaris alcaloides
. 2mg/ml : fraction acétate
Partie aéri d’Urtica
dﬁ)i;a"“r‘enne d’éthyle préparée par 7% Hammad, 2019
macération

Par ailleurs, plusieurs études ont montré que les plantes médicinales constituent un réservoir de

substances a effet anti-hémolytique (Tableau 2).

Tableau 2 : Quelques plantes a effet anti-hémolytique

Plantes (partie Oxydants et Taux d’effet anti- s
o, , o , . Références
utilisée) érythrocytes utilisés | hémolytique (%)
) 18 % &
Feuilles de Laurus AAPH Sghcinti;ili)?}e de Bouloufa et
bili Eryth h i Chetioui, 2018
nobilis rythrocytes humain 1000pg/ml etioui
e
Feuilles de Citrus H202 8l%a une_ Arib et Fennouch,
reticulata Erythrocytes humain concentration de 2016
ythroeyt 110 pg/ml
] ] 7% a un .
Pépins de Citrus H20. 96,37%a une Amrane et Babahani,
maxima Erythrocytes humain concentration de 2017
ythrocyt 20mg/ml

I11.Plante étudiée : Cydonia oblonga

1. Noms vernaculaire

Cydonia oblonga est connue par plusieurs noms vernaculaire (Marwat et al., 2009).

En arabe : Safarjal

En frangais : Cognassier
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En anglais : Quince
Nom local : Bahi

2. Systématique

La classification botanique de Cydonia oblonga selon Evreinoff, 1960 est la suivante :

Regne : Plantae

Sous regne : Trocheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Rosidae
Ordre : Rosales

Famille : Rosaceas

Genre : Cydonia

Espéce : oblonga

3. Description botanique

L’espéce, représentant le genre Cydonia, est unique appelée Cydonia oblonga (cognassier) qui
appartient a la famille des rosacées. C’est un arbre qui peut atteindre 5 a 8 métres d’hauteur et
4 a 6 metres de largeur (Orhan et al., 2014).

Les feuilles sont ovales de 5 a 10 centimétres de long. Les fleurs blanches de 5 pétales mesurant
de 4 a 5cm de diametre donnant naissance aux coings, en forme de poire & pépin de couleur
jaune ou/et doré brillant a maturité. Les coings sont composés d’une pulpe moyennement acide

a saveur tres apre qui disparait totalement a la cuisson (Postman, 2009 ; Orhan et al., 2014).
4. Répartition géographique

Cydonia est originaire du nord d’Iran, du Turkménistan et des régions de 1’ouest de 1’ Anatolie
et de la Grece (Yuksel et al., 2013). Cette rosacée est moyennement répandue en Afrique du

Nord et plus particuliérement en Algérie.
5. Composition phytochimique

Les graines de coing contiennent des triterpénes et des tanins qui leur conferent leur activité
anti diarrhéique, tandis que les fruits sont riches en acides organiques a savoir 1’acide citrique,

ascorbique, malique, quinique et fumarique (Silva et al., 2002 ; Magalhaes et al., 2009).
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D’autres analyses phytochimiges ont montré que I’extrait des feuilles de cognassier est reconnu
comme source de composes phénoliques en particulier I’acide 5-O-caféoylquinique possédant
une activité anti-oxydante, antimicrobienne, anti ulcérative et anti hémolytique (Fattouch et
al., 2007 ; Costa et al., 2009).

6. Utilisation traditionnelle

Les parties de cognassier les plus utilisées en médecine traditionnelle sont : les feuilles, les
fruits et les graines (Al-Snafi., 2016).

En ltalie, les feuilles de coings sont utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement de

diverses maladies de la peau contre les affections cutanées (Oliveira etal., 2007).

Les fruits et les graines de Cydonia Oblonga sont utilisés comme astringent, antiseptique, pour
le traitement de la diarrhée, des troubles hépatiques et méme pour le traitement de la toux et des
maux de gorge (Al-Snafi., 2016).

En Algérie, on utilise le jus de coing pour accélérer la cicatrisation des plaies cutanées ou
adoucir les gergures et les brulures.
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Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire de recherche « antibiotiques, antifongiques,
Physico-chimie, Synthése et Activités Biologiques (LAP-SAB), Faculté des sciences de la
nature et de la vie, des sciences de la terre et I'univers, Université Abou Bekr Belkaid

(Tlemcen).

1. Matériel végétal

1.1.Préparation de la plante

Les feuilles de Cydonia oblonga ont été récoltées le mois d’Aodlt 2019 dans la région Kiffen

(Tlemcen) (Fig.10). Elles ont été séchées a température ambiante et a 1’obscurité.

Les feuilles séchées sont ensuite broyées et conservées dans un endroit sec et a 1’abri de la

lumiere (Fig.11).

Figure 10 : Lieu de la récolte de Cydonia Figure 11 : Feuilles de Cydonia oblonga
oblonga broyées
(Photo personnel) (Photo prise au laboratoire)

1.2. Préparation des extraits

Les feuilles de Cydonia oblonga broyées et séchées ont été soumises a une extraction

solide/liquide réalisée par une infusion suivie d’'une macération.
1.2.1 Extrait brut hydro-méthanolique (EB)

e Mélanger dans un bécher 20g de la matiére vegétale avec 400ml du mélange eau méthanol
(30/70 : v/v) bouillant (infusion).

e Laisser le mélange macéré a une température ambiante pendant 48h a I’obscurité

(macération).
o Filtrer le mélange et récupérer le filtrat.

e Evaporer le méthanol du filtrat a ’aide d’un Rotavapor a 60°C
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e Récupérer de I’extrait brut Eau-méthanol (EB).
1.2.2 Fractionnement par ’acétate d’éthyle :

Apres évaporation du méthanol, une extraction liquide-liquide a été réalisée sur 1’extrait brut a

I’aide d’une ampoule a décanter en présence de I’acétate d’éthyle.

e Dans une ampoule a décanter, mélanger le volume de I’extrait brut obtenu avec un volume
d’acétate d’éthyle (v/v)

e Agiter bien, dégazer et laisser décanter le mélange

e Récupérer la phase organique

e Continuer I’épuisement de la phase aqueuse, deux fois avec 1’acétate d’éthyle
e Récupérer les deux phases ;

e Lafraction acétate d’éthyle (FAE) a été évaporée a sec a I’aide d’un Rotavapor a 60°C et

la phase résiduelle (PR) a été séchée a sec dans 1’étuve a 35°C.

Les trois extraits : EB, FAE et PR ainsi obtenus ont été conservés a I’obscurité dans des tubes

Secs.
1.3. Calcul du rendement
Le rendement de chaque extrait a été calculé a partir de la formule suivante :
R(%) = (M1/Mo) x 100

- R (%) : rendement exprimé en pourcentage
- M1 : masse en gramme de I’extrait sec obtenu

- MO : masse en gramme de la matiere végétale initiale.

2. Tests phytochimiques

Les différents extraits obtenus ont été soumis aux différents tests phytochimiques qualitatifs
afin de mettre en évidence les différents metabolites secondaires presentent dans les feuilles de

la plante étudiée par des réactions de coloration et de précipitation.

Ces tests qualitatifs sont menés selon les méthodes décrites par (Harbone, 1998
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2.1. Composes azotés
» Les alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 0,5ml de I’extrait a analyse. Acidifier le milieu par quelques
gouttes d’HCI (1%) et ajouter 0,5ml de réactif de Mayer dans le premier tube et 0,5ml de réactif
de Wagner dans le second tube. L’apparition d’un précipité blanc ou brun respectivement,

révéle la présence d’alcaloides.

2.2. Composeés phénoliques

> Les tanins

Dans un tube & essai, introduire 1ml d’extrait a analyser et ajouter 0,25ml d’une solution
aqueuse de FeClz (1%). Le mélange est incubé pendant 15min a une température ambiante.

La présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu-noiratre.
» Les flavonoides

Dans un tube a essai, introduire 1ml d’extrait a analyser et ajouter 1ml d’HCI et quelques
coupeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune prouve la

présence des flavonoides.
» Les quinones

Dans un tube a essai, introduire Iml d’extrait & analyser et ajouter 0,2ml du NaOH (1%).
L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones

libres.
» Les anthraquinones

Dans un tube a essai, introduire 1ml d’extrait a analyser et ajouter Iml de NH4OH (10%) puis

agiter. L apparition d’une coloration violette indique la présence des anthraquinones.

2.3. Composes terpéniques

» Les saponines : test de mousse

Dans un tube & essai, introduire 5ml de I’extrait a analyser, ajouter Sml d’eau distillée, agiter
pendant 15 secondes et laisser le melange au repos pendant 15 minutes. Une hauteur persistante

supérieure a 1 cm de mousse indique la présence des saponines.




Partie expérimentale Matériel et méthodes

» Les terpénoides : test de Slakowski

Dans un tube a essai, introduire 1ml de I’extrait a analyser, ajouter 0,4 ml de chloroforme et 0,6
ml d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et une couleur marron a

I’interphase indique la présence des terpénoides.
3. Dosage des composés phénoliques

3.1. Dosage des polyphénols totaux
» Principe

Le réactif utilisé pour le dosage des polyphénols totaux est le Folin Ciocalteau. C’est un acide
de couleur jaune constitué d’'un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo012040). L’oxydation des composés phénoliques par ce réactif
entraine la formation d’un nouveau complexe redox molybdéne-tungtene de couleur bleu qui

absorbe a 725nm (Nickavar et al., 2008)
» Mode opératoire :

Les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits préparés des feuilles de Cydonia

oblonga ont été déterminées par la méthode décrite par Nickavar et al., 2008

e 100ul de chaque extrait (1mg/ml) est mélangé avec 2000ul de la solution de carbonate de
sodium Na.COs (2%) ;

e Le mélange est incubé pendant 5 minutes a température ambiante ;

e 100ul du réactif Folin Ciocalteau (1N) est ajouté au mélange ;

e Le mélange final est incubé pendant 30 minutes a température ambiante et a 1’obscurité ;
e L’absorbance est mesurée au spectrophotomeétre a 725nm contre un blanc ;

En parallele et dans les mémes conditions opératoires, une courbe d’étalonnage a été réalisée
en utilisant I’acide gallique comme étalon a un intervalle de concentration de 50 a 400pg/ml
(Tableau 3).




Partie expérimentale Matériel et méthodes

Tableau 3 : Méthode de dosage des polyphénols totaux

Gamme d’étalonnage (ng/ml) Extraits (1mg/ml)
Blanc |50 [100 | 150 |200 [250 [300 |350 |400 |EB |FAE |PR
Acide
gallique () | - [1200 |1200 [100 |1200 |100 |1200 |100 [100 | - ; ;
Eau distillée
() 100 | - ; ; ; ; ] ] ; ; ; ;
Extrait (ul) | - ; ; ; ; ; ; ; - 1100 [100 |100
?'2""020)(():") 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000
Incubation pendant 5min a température ambiante
Folin
Ciocalteau | 100 | 100 | 100 [100 |1200 |100 |100 |100 [1200 [100 |1200 |100
(IN) (uh

Incubation pendant 30min a température ambiante

Mesure de I’absorbance a 725nm

EB : extrait brut, FAE : fraction acétate d’éthyle, PR : phase résiduelle.

La teneur en plyphénols totaux est exprimée en microgramme Equivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/ mg E).

3.2. Dosage des flavonoides

» Principe

Les reactifs utilisés pour le dosage des flavonoides sont les solutions incolores de nitrite de
sodium (NaNOy) et de chlorure d’aluminium (AICI3). L’oxydation des flavonoides par ces
réactifs, en milieu alcalin, entraine la formation d’un complexe rose qui absorbe a 510nm

(Zhishen et al., 1999)

» Mode opératoire

Les teneurs en flavonoides dans les différents extraits préparés des feuilles de Cydonia oblonga

ont étée determinées par la méthode colorimétrique décrite par Zhishen et al., 1999

e 250l de chaque extrait (Img/ml) est mélangé avec 1000l d’cau distillée.
e 75l d’une solution de nitrite de sodium (NaNO3) (15%) est ajouté au mélange.
e Les tubes sont incubés pendant 6 minutes a température ambiante.

e  75ul d’une solution de chlorure d’aluminium (AICI3) (10%) est ajouté.
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e Apres 6 minutes de repos a température ambiante, 1000ul d’hydroxyde de sodium
(NaOH) (4%) est ajouté au mélange.

e 100ul d’eau distillée est ajouté pour obtenir un volume final de 2500ul

e Les tubes sont agités et incubés pendant 15 minutes a température ambiante et a
I’abri de la lumigre.

e [’absorbance est mesurée au spectrophotomeétre a 510nm contre un blanc.

En paralléle et dans les mémes conditions opératoires, une courbe d’étalonnage a été réalisée
en utilisant la catéchine comme étalon a un intervalle de concentration de 50 a 400ug/ml
(Tableau 4).

Tableau 4 : Méthode de dosage des flavonoides

Gamme d’étalonnage (ng/ml) Extraits(Img/ml)

Blanc | 50 100 | 150 |[200 | 250 |300 |350 (400 |EB |FAE |PR

((33};-“3“‘“9 - 250 | 250 | 250 |250 |250 |250 [250 |250 | - - -

Extrait(ul) - - - - - - - - - 250 | 250 | 250

(Ej; distillée | 1550 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 1000 | 1000

NaNO2
(15%) (ul)

75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75

Incubation pendant 6min a température ambiante

AICI; (10%)
(1)

75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75

Incubation pendant 6min a température ambiante

NaOH (4%6)

() 1000 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000

Eau distillée

() 100 100 100 |100 |100 100 100 |100 |100 100 |100 100

Incubation pendant 15min a I’abri de la lumiére

Mesure de I’absorbance a 510nm

EB : extrait brut , FAE : fraction acétate d’éthyle , PR : phase résiduelle.

La teneur en flavonoides est exprimée en microgramme Equivalent catéchine par milligramme

d’extrait (ug EC/ mg E).
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3.3. Dosage des tanins condenses
> Principe

La teneur en tanins condensés présent dans les feuilles de la plante étudiée a été déterminée par

la méthode a vanilline.

En milieu acide, les tanins condensés se dépolymeérisent, et par réaction avec la vanilline se
transforment en anthocyanidols de couleur rouge mesurable par spectrophotometre a 550nm
(Sun et al., 1998).

» Mode opératoire

Les teneurs en tanins condenseés des différents extraits préparés des feuilles de Cydonia oblonga

ont été déterminées par la méthode décrite par Sun et al., 1998.

e 50ul de chaque extrait préparé (1mg/ml) est ajouté a 1500ul de la solution de
vanilline/méthanol (4%) (m/v)

e Apres agitation du mélange a 1’aide d’un vortex, 750ul d’acide chlorhydrique
concentré (HCI a 35%) est ajouté au mélange.

e Le mélange est incubé pendant 20 minutes a température ambiante et a I’abri de la
lumiére.

e [’absorbance est mesurée au spectrophotometre a 550nm contre un blanc.

En paralléle et dans les mémes conditions opératoires, une courbe d’étalonnage a été réalisée
en utilisant la catéchine comme étalon a un intervalle de concentration de 1 a 10mg/ml
(Tableau 5).
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Tableau 5 : Méthode de dosage des tanins condensés

Gamme d’étalonnage (ug/ml) Extraits(1mg/ml)
Blanc | 1000 | 2000 | 4000 | 6000 | 8000 | 10000 | EB FAE | PR
Catéchine (ul) - 50 50 50 50 50 50 - - -
Eau distillée(ul) 50 - - - - - - - - -
Extrait (pl) - - - - - - - 50 50 50
M;T}::;TE(’L ) | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500
Agitation avec vortex
HCI (35%)(ul) | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750

Incubation pendant 20min a température ambiante

Mesure de I’absorbance a 550nm

EB : extrait brut , FAE : fraction acétate d’éthyle , PR : phase résiduelle.

La teneur en tanins condensés est exprimée en en microgramme Equivalent catéchine par

milligramme d’extrait (ug EC/ mg E).

4. Analyse statistique

Les calculs statistiques sont souvent utiles aux biologistes pour la détermination des valeurs
normales ou plus exactement des valeurs de référence. Comme pour 1I’évaluation de précision

et I’exactitude d’analyse.

Les différents dosages des composés phénoliques ont été répétés 3fois et les résultats sont

exprimés en moyennes + écart type.

e Lamoyenne :

e L’écart type :

oy =VVx
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1. Rendement d’extraction

L’extraction eau-méthanol (30/70 v/v), par infusion suivie d’une macération (48h), des feuilles
de Cydonia oblonga, suivie par un fractionnement avec 1’acétate d’éthyle, nous a permis de
récupérer trois extraits : Extrait brut eau-méthanol (EB), sa fraction organique acétate d’éthyle

(FAE) et la phase aqueuse résiduelle (PR).

Les rendements d’extraction des différents extraits préparés ont été calculés par rapport a la

masse du matériel végétal initial.
Les résultats sont résumés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Rendement d’extraction des différents extraits des feuilles de Cydonia oblonga.

Extraits Matiere vegetale (g) Rendements %
EB 20 14,16
FAE 20 2,14
PR 20 521

EB : extrait brut , FAE : fraction acétate d’éthyle , PR : phase résiduelle

D’apres les résultats obtenus dans le tableau ci-dessus, nous avons noté que 1’extrait brut eau-
méthanol (EB) représente le rendement le plus élevé (14,16%), suivi par I’extrait aqueux de la
phase résiduelle (PR) (5,21%). Tandis que I’extrait acétate d’éthyle (FAE) a présenté le
rendement le plus faible (2,14%).

2. Caractéristiques des extraits obtenus

Le tableau ci-dessous regroupe les differentes caractéristiques (aspect, couleur et solvant de

solubilité) des extraits étudies des feuilles de Cydonia oblonga.

Tableau 7 : Caractéristiques des différents extraits préparés des feuilles de Cydonia oblonga

Extraits Aspect Couleur Solvant
EB Cristallisé Marron foncé Eau-distillée
FAE Poudre Marron foncé DMSO + eau-distillé
PR Cristallisé Marron foncé Eau-distillée

EB : extrait brut , FAE :

sulfoxyde

fraction acétate d’éthyle , PR : phase résiduelle , DMSO : diméthyle
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D’apreés les résultats du tableau 7, nous avons noté que les 3 extraits possedent la méme couleur
(marron foncé) avec un aspect différent (cristallisé pour I’extrait brut eau-méthanol et la phase
aqueuse residuelle et poudre pour la fraction organique acétate d’éthyle) et une solubilité
différente (eau-distillée pour I’extrait brut et la phase résiduelle et DMSO + eau-distillée pour

la fraction acétate d’éthyle).
3. Les tests phytochimiques

Les tests phytochimiques réalisés sur les différents extraits étudiés des feuilles de Cydonia
oblonga, nous ont permis de mettre en évidence leurs compositions phychimiques. Les résultats

sont reportés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Résultats des tests phytochimiques réalisés sur les 3 extraits des feuilles de Cydonia

oblonga.

Tests EB FAE PR

Alcaloides Mayer - - -

Wagner - - -

Tanins + + +
Flavonoides + + -
Quinones + + +

Anthraquinones - - -

Terpénoides + + +

Saponines - + -

EB : extrait brut, FAE : fraction acétate d’éthyle, PR : phase résiduelle, (+) : présence, (-) :

absence.

Les résultats des tests phytochimiges exprimés dans le tableau 8, nous a révélé la présence des
tanins, des quinones et des terpénoides dans les différents extraits préparés des feuilles de

Cydonia oblonga.

De méme, nous avons constaté que les flavonoides sont présents seulement dans 1’extrait brut
et la fraction acétate d’éthyle et les saponines sont présentes seulement dans la fraction

organique.

Par contre les alcaloides et les anthraquinones sont notés absents dans les 3 extraits étudiés.
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4. Dosage des composés phénoliques

Les dosages des composés phenoliques (polyphénols totaux, flavonoides et tanins), de I’extrait
brut eau-méthanol (EB), sa fraction organique acétate d’éthyle (FAE) et la phase aqueuse
résiduelle (PR), des feuilles Cydonia oblonga, ont été réalisés par des méthodes

colorimétriques.

Les teneurs sont déterminées a partir des équations de régression linéaire des courbes
d’étalonnages d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux (y = 0,0017x, R?>= 0,993)
(Fig. 12) et de la catéchine pour le dosage des flavonoides (y = 0,003x, R?>= 0,993) (Fig. 13) et
de la catéchine pour le dosage des tanins condensés (y = 0,0001x, R?= 0,991) (Fig. 14).

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalent acide gallique par milligramme
de I’extrait sec (ug EAG/mg E) pour le dosage de polyphénols totaux, et en microgramme
équivalent catéchine par milligramme de I’extrait sec (ug E C/mg E) pour le dosage des

flavonoides totaux et des tanins condensés.
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Figure 12 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure 13 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides totaux.
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Figure 14 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés.

Le tableau 9 résume les teneurs en composes phénoliques, déterminées a partir des courbes

d’étalonnage, des extraits étudiés des feuilles de Cydonia oblonga
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Tableau 9 : Taux de polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés dans les extraits des

feuilles de Cydonia oblonga

Extraits Polyphénols totaux Flavonoides Tanins condensés
(Mg E AG/mg E) (ug EC/mg E) (g E C/mg E)
EB 503,47 + 11,58 2251 7,7 178,8 + 78,8
FAE 1026,1 + 37,52 391,06 + 21,4 300,8 + 28,6
PR 448,1 + 24,70 118,06 + 18,93 136,4 + 40,4

EB : extrait brut, FAE : fraction acétate d’éthyle, PR : phase résiduelle

Les résultats exprimés dans le tableau ci-dessus, nous ont montré que la fraction acétate d’éthyle
présente les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins
condensés avec des taux d’ordre de 1026,1 + 37,52 ug EAG/mg E, 391,06 + 21,4 ug EC/mg E
et 300,8 + 28,6 ug E C/mg E, respectivement, suivi par I’extrait brut eau-meéthanol avec une
teneur moyenne d’ordre de 503,47 + 11,58 ug E AG/mg E en polyphénols totaux, 225,1 + 7,7
ug E C/mg E en flavonoides et 178,8 + 78,8 g E C/mg E en tanins condensés. Tandis que la
phase résiduelle présente les teneurs les plus faibles en polyphénols totaux en flavonoides et en

tanins condensés.
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L’importance des plantes médicinales dans le monde est trés accentuée dans ces derniéres
années malgré le progrés de la médecine moderne. En Algérie, la connaissance et I’'usage de
ces plantes constituent un patrimoine précieux pour 1’étre humain dans le traitement de

nombreuses maladie (Saad et al., 2006).

Cydonia oblonga, connu sous le nom de « Safarjal » (Marwat et al., 2009), est une plante qui
appartient a la famille des rosacées (Yuksel et al., 2013), moyennement répandue en Afrique

du Nord est plus particulierement en Algérie.

Elle est considérée comme une plante meédicinale en raison de ses diverses propriétés
thérapeutiques ; antidiabétique, anticancéreuse, anti-inflammatoire...ect (Khoubnasabhafari
et Jouyban, 2011).

Le travail que nous avons entrepris a pour objectif de réaliser un screening phytochimique ainsi
que des dosages des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés, d’extrait brut
eau-méthanol (30/70 v/v), sa fraction organique acétate d’éthyle et la phase aqueuse résiduelle
prépares par infusion suivie d’une macération, a partir des feuilles de Cydonia oblonga récoltées

dans la région de Tlemcen.

L’analyse qualitative réalisée sur les trois extraits préparés a partir des feuilles des Cydonia
oblonga, a révélé la présence de certains métabolites secondaires tels que les tanins, les
flavonoides, les quinones libres et les terpénoides. En outre, elle a marqué 1’absence des

alcaloides et des anthraquinones.

A titre comparatif, nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Ashraf et al.,(2016) qui

ont confirmé la présence des tanins, des flavonoides, des quinones libres et des terpénoides.

Par contre les resultats des tests phytochimiques obtenu par Mehraz, (2017) sur des coings
macérés dans 1’eau distillée ont montré la présence des alcaloides et des glucosides et 1’absence

des quinones libres et des saponines.

L’analyse quantitative des différents extraits de la partie aérienne de Cydonia oblonga a montré
que la fraction acétate d’éthyle possede les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux, en

flavonoides totaux et en tanins condensés avec des valeurs d’ordre de 1026,1 + 37,52 ng E

AG/mg E, de 391,06 + 21,4 ug E C/mg E et de 300,8 + 28,6 ug E C/mg E respectivement.

Une recherche sur le dosage des polyphénols totaux menée par Hamauzu et al., 2005 sur
I’extrait eau-acétone des fruits du cognassier, a noté une teneur plus importante en polyphénols
totaux d’ordre de 302,7 mg E AG/100g E.
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De plus, les résultats du dosage obtenu par Mir et al., 2016 sur I’extrait hydrométhanolique des
fruits de la méme plante, récoltée durant le mois de juin, constatent que le taux des polyphénols
totaux est d’ordre de 67,44 mg E AG/100g E.

En ce qui concerne le dosage des flavonoides, sur I’extrait brut eau-méthanol des feuilles de
Cydonia oblonga, les valeurs trouvées dans la présente étude sont loin de celles citées par
Benzarti et al., 2015 ; et qui ont enregistré un taux de 17,6 mg E Quercétine/g E.

Une étude faite par Beddour et Belrechide (2018) sur 1’extrait eau-éthanol des coings a noté

une teneur en tanins condensés d’ordre de 55,18 + 3.56 mg E Cyanidine/100g E.

Dans d’autres études, les teneurs en composés phénoliques des feuilles de Cydonia oblonga ont
été analysées par HPLC/UV ; Oliveira et al.,(2007) ont trouvé des teneurs en polyphénols
totaux de I’extrait méthanolique tres élevées variant de 4,9 a 16,5g/kg de matiére seche, Costa
et al.,(2009) ont rapporté une teneur en polyphénols totaux d’ordre de 35g/kg de la matiére

séche de I’extrait méthanolique.

Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés varient d’une plante
a une autre, cela peut étre di aux différents parameétres dont la période de récolte, les facteurs
climatiques, les différents modes d’extraction et le type de solvant utilisé (Lee et al., 2003 ; El
Ebrihimi et al., 2008 ; Miliauskas et al., 2014).

L’extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation de ces
principes actifs. Elle dépend de la méthode et du solvant utilisé tout en préservant leurs

propriétés biologiques (Mahmoudi et al.,2013).

Par ailleurs, le fractionnement par I’acétate d’éthyle s’est avéré meilleur d’aprés les résultats du

dosage des composés phénoliques obtenus dans la présente étude.
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Conclusion et perspectives

Le monde végétal reste toujours une source importante des principes actifs dotés de nombreuses

propriétés thérapeutiques.

La présente étude a pour but d’évaluer qualitativement et quantitativement des substances
bioactives contenues dans I’extrait brut hydro-méthanolique, sa fraction organique acétate
d’éthyle et de la phase aqueuse résiduelle, préparés par infusion suivie d’une macération des

feuilles de Cydonia oblonga, récoltées dans la région de Tlemcen.
A la lumiere des résultats obtenus, nous avons conclu que :

e [L’extrait brut a présenté le meilleur rendement d’extraction d’ordre de 14,16%, tandis
que I’extrait organique acétate d’éthyle a présenté le plus faible rendement (2,14%).

¢ Du point de vue phytochimique, les feuilles de Cydonia oblonga sont riches en tanins,
flavonoides, quinones et en terpénoides.

e La fraction organique acétate d’éthyle posséde les teneurs les plus élevées en
polyphénols totaux 1026,1 + 37,52 ug E AG/mg E, en flavonoides totaux 391,06 + 21,4
Mg EC/mg E et en tanins condensés 300,8 + 28,6 ug E C/mg E.

En perspective, ces résultats restent préliminaires. 1l est souhaitable de compléter cette étude

par d’autres travaux :

e Réaliser une étude phytochimique plus approfondie pour I’identification et la
caractérisation des composés actifs.

e Evaluer la toxicité des extraits.

e Rechercher des activités biologiques des extraits préparés de cette plante.

e Etudier la pharmacocinétique des principes actifs pour la détermination des doses

thérapeutiques.
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