(& | Al sy = AWSNPEIN

|7 D Gt
UNIVERSITE ABDERRAHMANE MIRA DE BEJAIA.
FACULTE DE TECHNOLOGIE.

Département de Génie Des Procedes
Mémoire de fin de Cycle
En vue de I’obtention du diplome de Master en Génie Des Procédés

Option : Génie Pharmaceutique

Théme

Contribution a I’étude de P’activité Anti-Oxydante
de la plante Crataegus Monogyna Jacq (Aubépine).

Réalisés par Encadreur : Mr. BELHAMEL Kamel,
1- BELKACEMI Thanina. Co-Encadreur: Mme. BELHAMEL Chiraz,

2- BISKRI Dyhia.

Membres du Jury

Pr.BELKACEMI.H,
Dr.BELHADJ.N,

Année 2020-2021




Remerciements

Au terme de ce modeste travail, on tient a remercier tout d’abord le Bon Dieu qui
nous a donné le courage et la patience pour élaborer ce travail. Et tous qui sont de

loin et de prés en particuliers :

A notre Encadreure, Mr. BELHAMEL pour avoir accepté notre encadrement et
pour ses nombreux conseils précieux ;
A mme BELHAMEL.C qui nous a suivis tout au long de ce travail ;
Nous tenons a remercier aussi :
Madame BELHADJ N., de nous avoir fait I’honneur d’examiner ce travail,
Madame BELKACEMI H. de nous avoir consacré de son temps en nous faisant

P’honneur de présider le jury et d’évaluer notre travail

Nos sinceres sympathies a tous les membres de nos familles respectives, nos amis

ainsi que tous ceux qui ont contribué a la finalisation de ce travail ;

Avous tous Merci.



DEDICACE

Je dédie ce mémoire d mes trés chers parents qui ont
toujours été la pour moi, et qui m’ont soutenu tout au long

de mes études ;
A mes sceurs Tinhinane&Célina, mon fréve Massinissa ;
A ma niéce Joanna ;
Mon beau frére Amine ;
A tous mes oncles et mes tentes paternels et maternels ;
A tous mes cousins et toutes mes cousines ;

A mes chers ami(e)s Rosa, Sabrina, Cylia, Yasmine,

Nesrine, Latifa;
A ma bindéme Thanina et toute sa famille ;

A tout ceux qui mon aidée de prés et de loin pendant

toute la durée de mon parcours éducatif.

_&5Dyhia.B.




DEDICACE

Avec un ceeur plein damour et de fierté je dédie ce
modeste travail d :

Mes trés chers parents pour leurs sacrifices, je leur serai
éternellement reconnaissante.

Mes chéres sceurs Samira, Kahina et Djagdjiga
Mes chers fréves Idiv, Louanes et Sofiane
Ma trés cheérve niéce Thilelli
Mes trés chers neveux Cyliane, Aylimas et Astene
Ma belle sceur Basma
Mon beau frére Omar
Ma binéme Dyhia et toute sa famille

Mes amis, mes camarades, ainsi que tous ceux qui me
connaissent

It en mémoire de mon ami AYADI Houssam qui nous a
quitte trop tot.

B Thanina.B




Liste des Figures

Figure N°01: Présentation de 1’espéce Crataegus Monogyna Jacq du village Tizi

Ahmed, commune de Tichy, BEJaia. ........cccoveieiiiiiie e 03
Figure N°02 : Présentation des feuilles et fruits du Crataegus Monogyna...................... 04
Figure N°03 : Structure chimique des acides phénoliquUes ...........cccooeivreieinieneneieneens 14
Figure N°04 : Structure chimique de base d’une molécule de flavonoide....................... 15
Figure N°05 : Structure d’un Tanin hydrolysable...........ccccooviiiiiiiiiiiiiicceees 16
Figure N°06 : Structure d’un Tanin CONAENSE..........covvveriireriiiniiieeee e 16
Figure N°07 : Structure de quelques COUMAIINES .........ccvreririrenieeee e 17
Figure N°08 : Présentation des fruits de Crataegus Monogyna séchés et broyés. .......... 20
Figure N°9 : Présentation des feuilles de Crataegus Monogyna séchés et broyés .......... 21
Figure N°10 : Les fruits de Crataegus Monogyna aprés tamisage. .........cceereeererereneens 21
Figure N°11 : Des feuilles de Crataegus Monogyna Jacq aprés tamisage ..........cccoe... 22
Figure N°12 : L’extrait finale de I’aubépine apres eXtraCtion...........ccovvrevvencncinncnnns 23
Figure N°13 : Schéma récapitulatif du dosage des poly-phénols totaux. ..............c......... 24

Figure N°14 Teneur en polyphénols totaux dans les extraits fruits et feuilles de
CrataBgUS MONOGYNE .....ceviiuieiiieiieit ettt ettt b e nbe e e e sneenne s 29
Figure N°15 : Activité antiradicalairedes extraits de fruits et de feuilles de Crataegus

1Yo 00T )Y/ - PP OPRPPR 30



Figure N°16 : Activité antioxydante utlisant le fer ferrique des extraits de fruits et de

feuilles de Crataegus MONOGYNA.........ccueieeiuraieiiesieeieseese e e e e e e sre e s e e sreeaeeneenns 31

Figure N°17: Activitéantioxydante utilisant le phosphomolybdate d’ammoniumdes

extraits deCrataegus MONOGYNA. .......ccouiiierrierieiieiteeieseesteeeesree e eseesreeseesseesreessesneesseeneens 32

Figure N°18

Figure N°19 :

Figure N°20 :

Figure N°21 :

Figure N°22 :

Figure N°23:

La spectrophotometrie IR de I'extrait méthanolique aqueux de fruit. ....... 33

Spectrophotométrie IR de I'extrait aqueux de fruit ..........c.cccocevvvveievnenne. 34
Spectrophotométrie IR de I'extrait méthanolique de fruit. ........................ 35
Spectrophotométrie IR de I'extrait méthanolique aqueuxde feuilles......... 36
Spectrophotométrie IR de I'extrait méthanolique de feuilles..................... 37

Spectrophotométrie IR de I'extrait aqueux de feuilles. ...........ccccoevveenennee. 38



Liste des Tableaux

Tableau I: Noms Vemaculaires de I’ AUDEPINE.........cccververiiriiriiiinieieieesese s 04
Tableau Il : Constituants chimiques de la partie comestible du Crataegus monogyna .. 06

Tableau 11l : Composition chimique de la partie chamue du fruit de Crataegus

(1 0T0] g T0]0 Y g TP PPN PTRPPRN 07
Tableau 1V : Propriétés Chimiques de I’ AUDEPINE .......ccvevverviriiriiiiieiccese s 08
Tableau V : Les trois grandes classes de métabolites secondaires............cccoovevvevieieenns 11

Tableau VI : Classification des composés phénoliques selon le nombre de carbone...... 12

TableauV1I : Caractéristiques écologiques du lieu de récolte. ........c.cccoovvviivviviniinnnne. 20



Sommaire

Liste des Figures

Liste des tableaux
INTRODUCTION GENERALE .......o oo ettt ettt e e et te e e e a e te e e e e e e reeeeaanes 01

Chapitre | : Recherche Bibliographique.

I.1. Présentation de ’espéce Crataegus Monogyna Jacq. .......cccvvvveerieeniieeniieessneessneesnns 02
1.1.1 : Etude bibliographique de Crataegus MoNOgYNa ..........ccceevveieerieiieiieere e e 02
1.1.2 : Description botanique du Crataegus MoNOQYNa ..........ccceeveieerieiieieereseese e 02
1.1.3 : Systématique de [a Plante..........ccoooeieiicie e 04
1.1.4 : Etymologie et appellations ............coviieiiiii i 04
1.1.5 : Localisation géographique de Crataegus MonogynaJacq ...........ccccevvevveeveieerveseenne. 05
1.1.6 : Utilisation traditionnelle de la plante...........cccccooiieiieie s 05
1.1.8 1 Chimie de 12 PIANTE ........c.oiiiiiee s 06
1.1.8.1 : Composition en mé&taboliteS Primaires ..........ccccoeeirieneiiniene s 06
1.1.8.2 : Composition en métabolites SECONTAINES ..........cooerieirereireie s 08
1.1.8.2.1 1 DANS 185 TRUIIES ... s 08
1.1.8.2.2 1 DANS 185 TIUITS ....cvitiitiiiiiieee et 09
1.1.9 : Principales propriétés pharmacologiques de Crataegus MonogynaJdacq................ 09
R I R = T o [T0] 0] o T [V 1= SO OSSRPP 09
1.1.9.2 : Action sédative sur le systeme nerveux central............ccccooveviiviie e, 09
1.1.9.3 1 AULIES GCTIONS ...ttt bbb 10
1.0 2 TOXICITE .ottt bbbt b et nb et 10

1.2 : Métabolites Secondaires et I’Activité Antioxydante................ccccooeiiiiiiiiiiinen, 10



.20 1 GNBIAIITES ... .ottt 10

1.2.2 : Classification des cOmposés PhENOHQUES.........cccoiriririreneirere s 11
1.2.2.1 : Classification basée sur le nombre d’atomes de carbone......................cccocovnenn 12
1.2.2.2 : Classification basée sur la répartition dans le monde végétal ................cccceuenee. 12
1.2.2.3 : Classification basée SUr 1a COUIBUL .........c.ccviiiiiiiiiiie s 13
1.2.2.4 : Classification basée sue le squelette de base............ccocvvvevieeiiiic i, 13
1.2.2.5 : Classification basée sur [a COMPIEXIté..........ccooviieiieii i 13
1.2.2.6 : Classification basée sur le nombre de noyau aromatique............ccccceevveeeeresnenne. 13
6.1 : ACIAES PRENOIIGUES ...t 13
6.2 1 FIAVONOTUES ..ottt sttt nreeneas 14
6.3 1 ANTNOCYANES .....c.eiivieciecie ettt te e s b e e ae e e saeenreenee e 15
R I 1 | LSRR 15
8.5 1 LIGNINES ...ttt 17
6.6 1 COUMAITNES ... .eeveiieieieeieetiesie e e s eeste e e ee e et e sreesbe et eeseesreenteaseesreenteaneesreenseenee e 27
1.2.3 2 ACLIVItES BIOIOGIGUES .....ocveiiniiiiieieieic et 17
1.2.3.1 1 ACLIVItE ANTIOXYAANTE ..o 17
1.2.3.1.1 : Définition d’un AntioXydant................coooiiiiiiiiiii e 18
1.2.3.1.2 - RAAICAUX TTDTES.....eiieieceiee ettt nns 18
1.2.3.1.3 1 SEress OXYdatif........cooiiiiiicece e 18
1.2.3.1.4 : Mécanisme d’action des ANtIOXYAANTS.........cccovriiiiiiiiiiiieee s 19

Chapitre 11 : Matériels et méthodes.

1.1 : Présentation de I’étude réalisé€e...................ocoviiiiiiiiiiiii e 20
11.2 : Prétraitement des 6ChantillonS..........ccoooiiiiiiiieeee s 20
11.2.1 : Nettoyage, séchage et Droyage.........cccooveiiiieieiie it 20
11.2.2 : Tamisage et CONSEIVALION ..........coiuiiiuieiieeiie st esiee st e e sre e e sreeeree 21

LE.3 i EXETACTION e 22



11.3.1 : Extraction par macération 2 ’eau.................ccoooiiiiiiiiiiiic 22

11.3.2 : Extraction avec un SoIlvant OrganiqUE ..........cceveieriererenenieseeeeee e 22
11.3.3 : Extraction par Macération a I’Eau et avec un Solvant Organique....................... 23
114 2 ANAlYSE CRIMIQUE ... 23
11.4.1 : Dosage des poly-phENOIS tOTAUX .........ccooririririinirieieesene e 23
11.4.2 - ACHIVITE @NTIOXYAANTE .......eeiicicceee e 25
2.1 :Test du radical au DPPH ... 25
2.2 2 Mesure du POUVOIT FEAUCTEUL ........ociiueiriiieieesie e 25
2.3 : Test de phosphomolybdate d’ammonium.................cccooveviiiiiiiniiciee 26
11.4.3 : Spectrophotométrie infrarouge (IR) .....cocvoveiieii i 26

Chapitre 111 : Résultats et discussions

HHLL. ANAlySe CHIMIQUE ...oviiiiiiiiee et 28
111.1.1. Dosage des polyPhENOIS tOTAUX ........ccceviiiiriririe e 28
HHE.L.2. TeSt AU DPPH ...t ne e 29
111.1.3. Mesure du pOUVOIT FEAUCTEUT ........cooiiiiiiiiieieie e 31
111.1.4. Test de phosphomolybdate d’ammonium................c.ccooviiiniinii e 32
I11.1.5. SpectrophotomEtrie INFrarOUQge ..........coooiiiiiiei s 33
CONCLUSION GENERALE ...t 39

Références Bibliographiques

Annexes



INTRODUCTION



Introduction

L’utilisation des plantes et des épices pour leur flaveur, leur propriété préservative et
leur effet bénéfique sur la santé est connue depuis I’antiquité. Les plantes continuent d’étre
une source importante de composés pour la santé humaine et un grand intérét s’est focalisé sur
les plantes médicinales, concernant leur longue utilisation en médecine populaire, ainsi que

leurs propriétés prophylactiques, principalement dans les pays en développement [1].

En Algérie, la population a recours a la médecine traditionnelle, en utilisant les plantes
médicinales, dont le nombre est estimé & 3000 espéces, avec 15% qui sont endémiques. La

valorisation de ces plantes demeure un domaine de grande importance pour le pays[2].

Ces plantes sont une source inépuisable de produits caractérisés par des propriétés
thérapeutiques diversifiées utilisés dans le traitement de plusieurs maladies telles que les

maladies inflammatoires, cardiovasculaires, neuro-dégénératives et les cancers.

L’aubépine dont sa variante 1’aubépine Monogyne ( CrataegusMonogyna Jacq.) , un
fruit trés apprecié par la population algérienne et notamment par les enfants, est une plante
médicinale  couramment utilisée en phytothérapie pour ses propriétés sedatives,

vasculoprotectrices et antioxydantes.[3]

Les substances naturelles issues de ce fruit ont des intéréts multiples mis au profit dans
I’industrie, en alimentation et en pharmaceutique. Parmi ses composés on retrouve dans une

grande mesure des métabolites secondaires qui sont illustrés en thérapeutique.

Le but de notre travail est de comparer 1’évaluation de I’apport en substance a activité
antioxydante, et la détermintion du potentiel antioxydant des extraits de feuilles et de fruits du

genre Crataegus Monogyna.

Ce travail est scindé en deux parties : initié par une étude bibliographique sur I’espéce
étudiée en particulier, les principales classes des composés phénoliques (polyphénols,
flavonoides, tannins, les coumarines,etc)ainsi que sur D’activité anti-oxydante de cette
derniére. La deuxiéme partie expose les méthodes analytiques utilisées et les résultats obtenus

ainsi que leurs discussions.

<
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I.1. Présentation De ’Espéce Crataegus Monogyna Jacq
1.1.1 Etude Bibliographique de Crataegus Monogyna Jacq

Crataegus appartient a la famille des rosacées, il contient un nombre variable
d’espéces allant de 150 a 1200[4].

Il a été rapporté que Crataegus est riche en métabolites secondaires tels que les
Flavonoides, Tannins, Quercetine, Lutéoléine, Apigénine, Rutine, Hespéridine, Orientin,

Isorientin, et Vitamine C [5].

Les Flavonoides, les Pro-Anthocyanidines et les Poly Phénols sont caractérisés par la
présence des acides Penta-Cycliques, des Tri-terpénoides, des acides Phénoliques et des

acides Aromatiques [6].

Les Pro-Cyanidines Oligomeres, Flavonoides, Triterpenes, Polysaccharides, des
Catécholamines ont été identifiés dans le genre du Crataegus et beaucoup de ces derniers ont

été évalués pour leurs activités biologiques [7].

Des especes de Crataegus ont été employées traditionnellement depuis ’antiquité. En
outre la présence d’anti-oxydantes au sein de ces plantes explique amplement leurs effets

thérapeutiques bénéfiques[8,9].

1.1.2. Description Botanique du Crateegus Monogyna Jacq.

Arbrisseau épineux trés commun, de 1a 4m de haut, souvent utilisé comme plante
ornementale. Les rameaux, brun foncé, ligneux, ont un diametre de 1 a 2,5 mm et portent des
feuilles alternes, pétiolées. Ainsi que de nombreuses petites fleurs, blanches, disposées sur un

méme plan [7,10].

Les feuilles, plus ou moins profondément lobées, ont un bord légérement denté ou
presque entier, divisées en 3 ou 7 lobes acuminés. Leur face ad-axiale est vert foncé ou vert
brun, leur face ab-axiale est d’un vert-gris plus clair et présente une nervation réticulée dense

et saillante.

Les feuilles de Crataegus Monogyna Jacq sont dépourvus de poils ou en portent
seulement des isolés. Les fleurs, tres abondantes en mai, blanches, ont une odeur vive plutét
désagreéable [6,10].
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Elles comportent un calice tubulaire vert-brun composé de 5 sépales libres, réfléchis,
une corolle formée de5 pétales libres de couleur blanc, jaune ou brunatre, arrondis ou

approximativement ovales, brievement onguiculés et de nombreuses étamines.

L’ovaire, soudé au calice, comporte 1 seul carpelle, surmonté d’un long style

expliquant le nom de I’espéce, Monogyna et contient 1 seul Ovule.

Le fruit est couronné par les lobes du calice, ¢’est une drupe de petite taille (de 8 a 10
mm de long), charnue, de forme ovoide, a la surface glabre, rouge ou jaunatre (presque
toujours rouge vif & maturité), une pulpe farineuse a 1 noyau (graine). Ce fruit est parfois
appele cenelle en francais(figure n°01) [ 11-13].

Figure n°01:Présentation de 1’espéce Crataegus Monogyna du village Tizi Ahmed, commune
de Tichy, Béjaia.
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1.1.3. Systématique de la Plante
La classification Botanique de I'Aubépine Monogyne selon [14];Est comme suit(figure n°02):

e Embranchement : Spermaphytes,

e Sous-embranchement: Angiospermes,

e Classe : Dicotylédones,

e Sous-classe : Dialypétales, ‘
e Série : Calciflores,

e Ordre : Rosales,

e Famille : Rosacées,

e Tribu : Rosacées spontaneées,
e Genre : Crataegus,

e Espéce : Crataegus Monogyna Jacg.

Figure n°02: Présentation des feuilles et
fruits du Crataegus Monogyna

1.1.4. Etymologies et Appellations

Dérivé du mot grec Kratos qui signifie la dureté du bois, I’aubépine est le nom

commun de toutes les espéces végétales du genre Crataegus[15].

L’appellation de I’aubépine est différente dans tous les pays du monde et parfois

méme au sein de la méme région (Tableau ).

Tableau | : Noms Vernaculaires de I’ Aubépine.

Langues Noms

Epine blanche, Epine de mai, Valériane du cceur, Cenellier,

Francais
Poire d’oiseau[16].
Berbere Idhmim, Atelmen, Zaarour[17].
Arabe Zaarour, Berri, Admam, Boumekhri, Baba aajina [18].
English Hawthorn, Quick thorn [19].

Indian Vansaangli [20].
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1.1.5. Localisation Géographique de Crataegus Monogyna Jacq

Dans le monde, Crataegus Monogyna Jacq occupe une aire trés vaste comprenant
toute I’Europe, I’ Afrique du Nord et I’Asie occidentale jusqu'a I’Inde, et se trouve dans toute
la France surtout le Midi (sud de la France)[11,21,22]. En Algérie, elle est commune dans les

foréts et les maquis de I’ Atlas Tallien, elle peut étre confondue avec d’autres espéces [23].

1.1.6. Utilisation Traditionnelle de la Plante

Les fruits cueillies en début de floraison séchés a I’ombre et utilisés en infusion contre
les diarrhées, la goutte et autre ; il en est de méme pour I’écorce qui est récolté avec la monté

de la séve et peu étre utiliseé frais ou séché [18,25,26].

Les feuilles et les fleurs peuvent étre administrées par voie orale, en infusion (tisane)
ou décoction (infusion froide) mais également par voie externe on effectuant des bains de
main et des pieds. Actuellement, des préparations a base d’aubépine occupent une place
prépondérante dans le domaine de la pharmacothérapie, ces préparations renferment des

extraits secs, fluides, des teintures (préparer avec 40 a 50% d’alcool) [24,26,27].

Une décoction de feuilles et de fruits de Crataegus est employée pour traiter les
maladies cardio-vasculaires, le cancer, le diabéte et la faiblesse sexuelle dans le systeme

traditionnel de la médecine Arabe [7].

Les aubépines ont une large liste d'utilisation en médecine traditionnelle chinoise et la

médecine a base des plantes européenne[28].

En Europe, l'utilisation de I'aubépine remonte a une époque treés ancienne[29]. Son
utilisation pour le traitement des maladies cardiaques a été commencée a la fin de1800[30].

Dans la médecine traditionnelle chinoise, les fruits de I’aubépine sont utilisés pour
stimuler la digestion et la fonction de I'estomac, lI'amélioration de la circulation sanguine et
I'élimination de la stase des sangs. Ainsi, ils sont utilisés dans les prescriptions pour traiter
Iindigestion avec distension épigastrique, diarrhée; aménorrhée; hypertension; et

I'nyperlipidémie[31].




Chapitre I : Recherche Bibliographique

En Europe, les fruits, les feuilles, les fleurs d’aubépine ou leurs combinaisons ont été

traditionnellement utilisés comme astringent, antispasmodique, cardiotonique, diurétique,

hypotensif et comme agent anti-Athérosclérotique[32].

L'herbe est utilisée pour traiter divers problemes cardiaques y compris l'insuffisance

cardiaque, l'angine de poitrine, I'nypertension, légére altération du rythme cardiaque et

I'athérosclérose[31].

Le fruit aubépine est consommé non seulement en médecine, mais également dans

différentes fins culinaires, telles que la préparation de confitures, gelées, boisson sirops et vins

[32].

1.1.8. Chimie de la Plante

1.1.8.1. Composition en métabolites primaires

Tableaull:Constituants chimiques de la partie comestible du Crateegus Monogyna[33].

Fractions Teneurs (g/100g de matiere séche)
Protéines 2.5
Lipides 2.3
K 1.25
Ca 0.44
Mn 0.33
Eléments minéraux
Mg 0.06
P 0.05
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Tableau I11: Composition chimique de la partie charnue du fruit de Crataegus Monogyna

[34] [35].
Fractions Teneurs
Sucres solubles 11.45+0.33
Sucres réducteurs 7.86 £0.13
Glucides (g/100g de matiere
séche). [34] Saccharose 3.59+0.45
Cellulose 11.40 £ 0.91
Pectines 1.60+£0.91
Calcium 414.18 +4.03
Magnésium 156.52 £15.43
Sodium 31.20 £ 0.00
Phosphore 20.09 £ 4.03
(mS}f(r)T(])antr?arE::'zrsil:r(\e) Potassium 1694.80 +3L.71
[35] Cuivre 0.31+0.10
Fer 4.09 +0.03
Manganése 1.52 +0.25
Zinc 0.32+0.01
Cobalt 0.17+0.02
Plomb 0.31+0.07
Tocophérol 0.79+0.09
Caroténoides 1.37+0.00
Vitamines (m%6) [35] Vitamine C 4.07+0.69
Thiamine 0.05+0.00
Pyroxidine 0.012
Biotine (ug/g) 0.031
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Tableau IV : Propriétés Chimiques de I’ Aubépine « Crataegus»[36].

Fractions Teneurs
Taux d’humidité % 64.26
Protéines Brutes % 2.48
Huile brute % 0.87
Cellulose brute % 4.67
Cendres totales % 2.28
Cendres insolubles dans HCI % 0.0012
Ca 03046.37
K 13539.96
Eléments minéraux (ppm) Mg 01502.55
Na 00312.18
P 01477.88
Fe 32.77
Se 0.56
Cr 1.10

1.1.8.2. Composition en métabolites secondaires
1.1.8.2.1. Dans les feuilles

Il existe plusieurs types de substances Poly-phénoliques : parmi les Flavonoides on
cite: les Hétérosides du Quercétol (Quercétol-3-Galactoside ou Hypéroside, Quercétol-3-
Rhamnoglucoside ou Rutoside, Quercétol-3-Rhamnogalactoside) et les C-hétérosides divers,
souvent sous forme de Rhamnosides (principalement de la Vitexine-C-glucoside, de

I’ Apigénine ou Trihydroxy-5-7-4’" Flavone et son Rhamnoside en 4°)[12].

Des Leuco Anthocyanidines qui sont des polymeres Flavanniques, des diméres de
Flavannes 3-4 diols [12], des oligoméres ProCyanidines, (-)-épi catéchine et /ou (+)-

catéchine, des acides phénols (acide chlorogenique et 1’acide caféique)[6, 37].
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1.1.8.2.2. Dans les fruits

Dans les fruits, existent des Leuco-Anthocyanidines, les glycosides, des Pro-
Cyanidinesqui  donnent  aprés  leurs  hydrolyse  I’Epicatéchol et  1’Antho-
Cyanidol,lesflavonoides et leurs glycosides : hyperoside (quercétine-3- galactoside),
quercétine, vitexine, vitexine-O-rhamnoside, isovi-texine-O-rhamnoside, acétylvitexine - O-
rhamnoside, rutine, quercitrine (quercétine-3-rhamnoside), orientine, kaempférol, spiréoside,
saponarétine, oligomeres procyanidines, catéchines et acides phénoliques (acide

chlorogénique, acide caféique, saponines triterpéniques, etc.)[38,39].

1.1.9. Principales Propriétés Pharmacologiques de Crataegus Monogyna Jacq.
1.1.9.1. Cardiotonique

Des études cliniques ont mis en évidence que des extraits d’ Aubépine étaient efficaces

dans le traitement des insuffisances Cardiaques de stade | et 11 [40-42].

Elle exerce un effet ino-trope positif et chrono-trope négatif par diminution
notamment de 1’AMPphosphodiesterase [27],elle augmente 1’amplitude des contractions de
Cardio-myocytes isolés avec une dépense d’énergic modérée en bloquant la dépolarisationdes

courants K +[43,44].

L’ Aubépine réduit la formation de lactate lors de 1’ischémie chez le rat [45]. Il a été
mis en évidence, in vivo que I’Aubépine lors d’une ischémie prolongée atténue
considérablement 1’¢1évation du segment-ST (mesurée par un ECG) et supprime la diminution

du rythme cardiaque.

Elle diminue également de facon dose-dépendante I’incidence de la tachycardie et de

la fibrillation ventriculaire [46].

1.1.9.2. Action sédative sur le systéme nerveux central

Elle exerce une action sédative, Anxiolytique et diminue I’agressivité [47]. En effet,
I’administration d’Aubépine chez des patients hypertendus diminue 1’anxiété [48].
L’Aubépine diminue également la température corporelle et de ce fait prépare le sommeil

[47].
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1.1.9.3. Autres actions

En outre, les extraits a base de Pro-Cyanidines de 1’Aubépine aident a réduire le

niveau du cholestérol et a diminuer le taux des triglycérides [49-51].

La teinture de Crataegus empéche également I’accumulation du cholestérol dans le
foie en augmentant la dégradation de cholestérol en acides biliaires et simultanément par
suppression de la biosynthése du cholestérol [52]. Les Pro-Anthocyanidines sont aussi trés

anti-oxydantes [53].

Les fruits et les feuilles de 1’aubépine ont €té considérés comme de bons remedes pour

les douleurs de ’appareil digestif et urinaire [54].

1.1.10. Toxicité

L’administration par voie orale, de I’extrait alcoolique a 10% (fruits et feuilles de
I’Aubépine), pourrait entrainer une toxicité aigue avec une dose létale a 50% (DL50) de

18.5ml/Kg chez les souris et 33.8 ml/kg chez les rats [49].

Compte tenu de ses utilisations culinaires, on peut émettre I'nypothese que lI'aubépine
provoque des effets indésirables négligeables [55]. Aux doses thérapeutiques, l'aubépine
provoque des effets indésirables trés limités, tels que sueurs, maux de téte, éruption cutanée
Iégere, palpitations, somnolence, agitation et effets indésirables gastro-intestinaux [56]. Une
revue systémique analysant 5 577 patients, auxquels des extraits d'aubépine standardisés ont
été administrés, a montré que la plupart des effets indésirables allaient de Iégers a modérés
[55]. Jusqu'a présent, les études cliniques ont montré qu'il n'y a pas d'effets indésirables

significatifs associés a la consommation d'aubépine [55].

|.2. Métabolites Secondaire et I’Activité Antioxydante.
1.2.1. Généralités

Les plantes possédent des métabolites primaires qui sont les protéines, les glucides et
les lipides, ainsi que des métabolites secondaires qui sont classés en plusieurs groupes. Parmi

ceux-ci, les composeés phénoliques, les terpénes, les stéroides et les composés azotés dont les
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alcaloides (tableau V). Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de

composés qui possedent une trés large gamme d’activité biologique[57-59].

Tableau V : Les trois grandes classes de métabolites secondaires.

. Nombre des molécules
Type Leurs dérives L
caractérisées

L’IPP (isopentenyl diphosphate),
Terpénoides P ) g \p P 25000
une molécule a5 C.

Alcaloides Acide aminés 12000
Composes Voie de I’acide shikimique et 8000
phénoliques acétate/malonate

Les composés phénoliques sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau
benzénique auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle. Ce dernier peut étre
libre ou engagé dans une autre fonction de type éther, ester ou hétéroside. Ce sont des dérivés
non azotés dont le ou les cycles aromatiques sont principalement issus du métabolisme de

I’acide shikimique et/ou de celui d’un polyacétate [60].

Ils sont présents chez tous les végétaux. Toutefois, leur répartition qualitative et
quantitative est inégale selon les éspéces, les organes, les tissus, les stades physiologique la

saison et la région[61-63].

1.2.2. Classification des Composés Phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupes en de nombreuses classes qui se
différencient d’abord par la complexité du squelette de base ( allant d’un simple C6 a des
formes trés polymérisées), ensuite par le degré de modification de ce squelette ( degré
d’oxydation, de méthylation...), enfin par les liaisons possibles des ces molécules de base
avec d’autres molécules ( glucides, lipides, protéines, autres métabolites secondaires pouvant

étre ou non des composés phénoliques) [61,64].
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1.2.2.1. Classification basée sur le nombre d’atomes de carbone

Les polyphénols sont classés selon le nombre de carbone en dix groupes[65].
(Tableau VI).

Tableau VI : Classification des composés phénoliques selon le nombre de carbone[65].

Structure Groupes
Cs - Phénol simple ,benzoquinone
Ce-C1 - Acide phénolique
Ce-C2 - Acide phénylacétique
Ce-Cs - Acide cinnamiques,

phénylpropénes,coumarines, chromones

- Naphtoquinones

Ce-Ca
Ce-C1-Cs - Xanthones
Cs-C2-Cs - Stilbénes , anthraquinones
Ce-C3—Cs |~ Flavonoides
(Co-Ca)2 - Lignines
(Ce-Ca-Ce)2 | Biflavonoides

1.2.2.2. Classification basée sur la répartition dans le monde végétal

Les polyphénols sont classés en trois familles qui sont: la famille des composés
phénoliques largement répandus (flavonoides, acides phénoliques, anthocyanes, etc.) la
famille des composés phénoliques peu répandus (benzoquinones, biflavonyles, etc.) et la

famille des composés phénoliques complexes (tannins et lignines) [66].




Chapitre I : Recherche Bibliographique

1.2.2.3. Classification basée sur la couleur

Les composés phénoliques peuvent étre classés selon la couleur en trois familles de
molécules de structures voisines : les flavonoides, stricto-sensus qui sont des pigments
vegétaux jaunes orangés, les anthocyanes de couleur rouge violet et les tannins qui sont

incolores [73].

1.2.2.4. Classification basée sur le squelette de base

En se basant sur le squelette, les polyphénolessontclassésen plusieurs classes : les
phénols simples, les benzoquinones, les acides phénoliques, 1’acétophénone, les acides
phénylacétiques, les acides hydroxycinnamiques, les coumarines et isocoumarines, les
stilbénes, la chromone anthraquinone, les flavonoides, les lignances, les néolignanes, les

lignines, les xanthones et les naphtoquinones [68].

1.2.2.5. Classification basée sur la complexité

Les sont classés composés phénoliques en deux groupes: forme simple (acides

phénoliques et flavonoides) et forme condensée (tannins et lignines) [61].

1.2.2.6. Classification basée sur le nombre de noyau aromatique

Les polyphénols sont classés selon le nombre de noyaux aromatiques qui les
constituent en cing groupes : les flavonoides, les acides phénoliques, les alcools phénoliques,

les stilbénes et les lignanes [69].

Les composés phénoliques sont classés selon le nombre de noyaux aromatiques en

acides phénoliques, coumarines, lignines, flavonoides et tannins[25].

1.1.2.6.1. Acides phénoliques

Le terme acide phénolique s’applique a tous les composés organiques ayant au moins
un groupe carboxyle et un groupe hydroxyle phénoliques [25]. Ils sont subdivisés en deux

groupes : les acides hydroxy cinnamiques et les acides hydroxy benzoiques [70].
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OH R2 R1
R - o O
R3
R, OH
i R4

Acide Hydroxy Cinammique.Acide Hydroxy Benzoique.
R1=R>=R3=H Acide cinnamique R1=R2=R3=R4-n Acide benzoique
R1=Rs=H, R>=0H Acide p-coumarique R1=Rs=H, R2=R3=0H Acide protocatéchique
R1=R,=0H, R3=0OH Acide caféique R1=H, R.=R3=R4=0H Acide gallique
R1=OCH, R2=0OH, Rs=H Acide férulique R1=OH, R>=R3=R4=H Acide salicylique
R1=R3=0OCH, R>=0H Acide sinapique R1=R4=0H, R>=R3=H Acide gentisique

Figure n°03 : Structure chimique des acides phénoliques [70].

1.2.2.6.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés largement répandus dans le régne végétal, avec

6902 molécules identifiées dans 1678 espéces de plantes [71].

Ces composés sont connus pour leurs excellentes propriétés chimiques et

biologiques[72].

IIs tirent leur dénomination du mot latin flavus qui veut dire jaune [73]. lls constituent des
pigments responsables des colorations jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux
[25].

Tous les flavonoides dérivent de I’enchainement de benzo-y pyrone. Ils peuvent étre
classés selon la nature des différents substituants présent sur les cycles de la molécule et du
degré de saturation du squelette benzo-y pyrone[74]. Ainsi, ils sont classés en cing sous
classes principales : les flavonols, les flavones, les isoflavonoides, les flavonones et les
flavanols [75].
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Les flavonoides sont caractérisés par une structure de base commune en Ce-C3-Cs dans
laquelle deux cycles benzéniques (cycle A et B) sont reliés par un hétérocycle oxygéné a trois
carbones (cycle C) (figure n°04) [66 ,76].

OH

HO ®)
= OH

0O

OH
OH

Figure n°04 : Structure chimique de base d’une molécule de flavonoide [76].

1.2.2.6.3. Anthocyanes

Le terme anthocyane est initialement utilisé pour désigné les substances responsables de la
couleur des fleurs de bleuet [25]. Cette appellation est appliqué a un groupe de pigments
hydrosolubles responsables de la couleur rouge, rose, mauve, pourpre, bleue ou violette de
laplupart des fleurs et des fruits [77-79]. Ces substances dérivent du métabolisme général des

flavonoides [25]. L’anthocyanidine est la structure de base des anthocyanes [80].

1.2.2.6.4. Tanins

Les tanins sont un groupe hétérogene des dérivés phénoliques ayant la propriété de

précipiter les solutions d’albumine et de rendre la peau imputrescible [81,82].

L’action défavorable des tannins sur la digestibilit¢ des nutriments, notamment
I’azote alimentaire, est expliqué par I’aptitude de ces molécules a se combiner avec les

protéines alimentaires. Ceci les rend inattaquables par les enzymes protéolytiques [82].

Selon leur structure et leur origine biosynthétique, les tannins sont subdivises en

tanins hydrolysables et tanins condensés [25 ,76].
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e Tanins hydrolysables

Les Tanins hydrolysables sont des esters de glucides et d’acides phénoliques, ou des dérivés
d’acides phénoliques, la molécule glucidique est en général le glucose.[66] Tandis que,
I’acide phénolique est soit 1’acide gallique (gallotanins) ou bien [’acide éllagique

(éllagitanins) [25,83,84] (figure n°05).

OH
HO OH
= - OH
O OH
e e
o
(@] @] =) OH
HO o ).\
OH
HO OH e
OH HO OH

Figure n°05:Structure d’un tanin hydrolysable [66].

e Tanins condensés

Les Tanins condensés ou les pro anthocyanidines sont des polymeéres flavaniques. Ils sont
constitués d’unités de flavan-3-ol liées entre elles par des liaisons carbone-carbone, le plus
souvent Cs-Cg ou C4-Cs [25,85] (figure 6). Le poids moléculaires des tannins condensés se

situe entre 2000 et 4000 Da comprenant 10 & 20 oligomeres de tanins condensés [86].

Figure 6: Structure d’un tanin condensé.[72]
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1.2.2.6.5. Lignines

Les Lignines sont définies comme étant la partie non gluciduque des membranes
cellulaires [72]. Ils s’agit de mélange de polyméres amorphes de trois constituants : les alcools
p-coumarylique, coférylique et sinapylique [87]. Ils ont également les caractéristiques d’étre
hydrphobes et s’incrustent progressivement dans les parois secondaires, conférant ainsi au

vegetal rigidité, imperméabilité et résistance [88].

1.2.2.6.6. Coumarines

Les Coumarines furentisolés de la feve Tanka (Coumaromaodorata), a laquelle elles
conférent leur odeur -caractéristigue [79]. Ces composés possedent des hydroxyles

phénoliques qui peuvent étre méthylés ou engagés dans des liaisons hétérosides [73]. (figure7)

Rs=Rs=H, R7=0H ;:ombelliférone
Rs=Rs=H, R7=0OCH:; herniarine

Rs=R7=0H, Rs=H; esculetol

Figure 7 : Structure de quelques coumarines [76].

1.2.3. Activités Biologiques
1.2.3.1. Activité Antioxydante

Une grande partie de l’'intérét des recherches porte sur 1’é¢tude des molécules

antioxydantes et leurs incidences sur les radicaux libres [89].

Dans les circonstances ordinaires, les radicaux libres sont produits en faibles quantités
par ’organisme. Cette production physiologique est parfaitement maitrisée par des systémes

de défense. Mais la production peut devenir excessive ou resulter de phénomenes toxiques
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exogeénes et l’organisme va devoir se protéger de ces exces par différents systémes

antioxydants [90].

1.2.3.1.1. Définition d’un Antioxydant

Un Antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement 1’oxydation
d’un substrat [91,92]. Il capte les radicaux libres et les rend inoffensifs en interagissant
directement avec les composés réactifs de 1’oxygéne [93,94] , complexe les ions métalliques

pro-oxydants et empéche la formation de I’oxygéne singulet [95,93].

1.2.3.1.2. Radicaux libres

Un Radical libre est une molécule indépendante contenant un ou plusieurs électrons

non appariés [96].
Ces électrons offrent une trés grande réactivité chimique aux radicaux libres [97].

Ces espéces chimiques instables cherchent a récupérer un électron dans leur

environnement pour retrouver un état plus stable [98].

La production de ces radicaux libres est liée a plusieurs facteurs :
e Manque d’antioxydant dans 1’alimentation;
e Mécanismes physiologiques (respiration mitochondriale);

e Mécanismes pathologiques (inflammation, Infection, toute pathologie dégénérative et
vieillissement accélére) [99] ;

e Habitudes de vie non adéquates (tabagisme, consommation excessive d’alcool,...etc)

[100].

1.2.3.1.3. Stress oxydatif

L’organisme possede ses propres moyens de défense lui permettant de lutter contre les

radicaux libres. Quand ce systéme de protection perd son efficacité (mutation, inactivation
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d’enzyme, ...) ou quand le nombre des radicaux libres augmente de maniére importante, il

survient un stress oxydant [90].

Ce stress engendré conduit a un dysfonctionnement catalytique de la cellule et pouvant
provoquer une augmentation des risques pour le cancer, les maladies cardiovasculaires, les
maladies neurodégénératives, le processus de vieillissement, le rhumatisme, les maladies

inflammatoires, la cataracte, le diabéte sucré, I’hypertension et le SIDA [100,101].

Cependant le stress oxydatif peut étre defini comme un déséquilibre entre les systemes
producteurs d’espéces radicalaires oxydantes et les systémes de défense antioxydants au profit

des premiers. Ceci implique la production d’espéces réactives de I’oxygene [102].

1.2.3.1.4. Mécanisme d’action des Antioxydants

Les Antioxydants peuvent agir contre 1’oxydation de deux maniéres distinctes : soit en
protégeant les lipides cibles des initiateurs de 1’oxydation, soit en interrompant la phase de la

propagation de la chaine d’oxydation [87].

Dans le premier cas, les Antioxydants dits préventifs empéchent ou piegent la
formation des dérivés réactifs de 1’oxygéne responsables de I’initiation de I’oxydation. Dans
le second cas les antioxydants dits briseurs de chaines arrétent les radicaux propagateurs de
I’oxydation [104].

Les Antioxydants phénoliques d’origine végétale consommés par ’homme permettent
de compléter ’action des antioxydants endogenes. Leurs capacités a céder un électron permet
de lutter contre les espéces actives de 1’oxygene, les espéces réactives de 1’azote et de rétablir

le potentiel antioxydant des vitamines AE et C [105].

Les polyphénols possedent une activité Chélatrice de métaux tels que le cuivre et le
fer [106].
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I11.1. Présentation de ’Etude Réalisée

Notre étude est effectuée sur les parties feuilles et fruits d’une plante algérienne a
savoir Crategus Monogyna, qui appartiennent a la famille des rosacées. Les feuilles et fruits
ont été récoltés dans la région de Tizi Ahmed situé a la commune de Tichy, dans la wilaya de

Béjaia .(tableau VII)

Tableau V11 : Caractéristiques écologiques du lieu de récolte.

Lieu Espéces Latitude Longitude Altitude Zone

Tichy C.Monogyna | N36°51'01.05 E4° 52 59.93 30 Méditerranéenne

11.2. Prétraitement des Echantillons
11.2.1. Nettoyage, Séchage et Broyage

Les parties étudiées (fruits et feuilles) sont débarrassées des déchets tels que la
poussiere, les petites pierres, les autres organes (racine, tige, portions mortes ou

altérées,...etc.).

Les échantillons de fruits sont séchés a 1’étuve a 40°C pendant 1 semaine jusqu’a la
stabilisation du poids. Ils sont ensuite broyés a I’aide d’un mortier et pilon puis passent dans
un broyeur électrique. Contrairement aux feuilles qui ont séchées a I’air libre et a I’abri de la

lumiére pendant 15 jours, puis broyées a I’aide d’un broyeur électrique (figure 8, 9).

Figure n°08 : Présentation des fruits de Crataegus Monogyna (1-Nettoyage, 2-Séchage et
3,4-Broyage).

20
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Figure n°09 : Présentation des feuilles de Crataegus Monogyna (1-Nettoyage, 2-

Séchage et 3-Broyage).

11.2.2. Tamisage et Conservation

Les particules obtenues aprés le broyage, sont tamisées a travers un tamis de 250 um
de diametre afin d’obtenir des poudres fines et homogenes. Elles sont ensuite conservées dans

des flacons en verre, a I’abri de la lumiére et de I’humidité (figure n°10, 11).

Figure n° 10: Les fruits de Crataegus Monogyna apres tamisage.

.
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~

Figure n° 11 : Les feuilles de Crataegus Monogyna apres tamisage.

11.3. Extraction
Afin d’extraire les principes actifs de la plante testée, on utilise les trois solvants :
11.3.1. L’Extraction par Macération a ’Eau

5g de poudre de fruit et de feuilles ont été introduites dans une fiole et macérés
dans 200 ml d’eau distillée, sous agitation puis mises au repos pendant 48 heures a

température ambiante et a ’abri de la lumiére. Le mélange est filtré a 1’aide d’un

papier filtre [107]. (Figure 12)

11.3.2. Extraction avec un Solvant Organique

200ml méthanol sont ajouté & 5 g de poudre de fruit et les feuilles. Le mélange est
agité pendant 48 heures a température ambiante ; le surnageant est récupéré par
filtration [107]. (Figure 12)

2
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11.3.3. Extraction par Macération dans un milieu mixte (Eau-Solvant organique)

200ml méthanol et d’eau a 50 % (V/V) sont ajouté a 5 g de poudre de fruit et de
feuilles. Le mélange est agité pendant 48 heuresa température ambiante ; le
surnageant est récupéré par filtration.

Les différents extraits obtenus ont été conservés a froid pour des analyses
ultérieures [107].(Figure 12)

Feuille+ Feuille+
Metha h Metha+Eau

Figure n°12: Présentation des extraits apres extraction (1-Macération, 2-Filtration et
3-Extraits).

11.4. Analyse chimique

1. Dosage des poly-phénols totaux

e Principe :

La teneur en composés phénoliques totaux a été déterminée par la méthode de
Folin-Ciocalteu. La réaction est basée sur la réduction du mélange d’acide phospho
tungstique (HaP W12 O4) et 1’acide phosphomolybdique ( H3PMo 12040) du réactif de
Folin-Ciocalteu, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange bleu d’oxyde de
tungstene (WsO23) et de Molybdene (Mos 0O23). La coloration bleue est
proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans les extraits [108].

23
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e Protocole

Le protocole de dosage des polyphénoles est le suivant : 20 pl de la solution de
I’extrait ont été dilués dans 1200 pl d’eau distillée, 200ul du réactif de Folin-Ciocalteu
ont étés ajoutées. Apreés agitation, 300 pl d’une solution saturée de carbonate de
sodium (20%) ont été ajoutées, avec un volume de 300 pl d’ecau distillée. Ces
mélanges ont été incubés a 1’obscurité pendant une heure a la température ambiante.
Ensuite I’absorbance a ét¢é mesurée au spectrophotométre a 750 nm par rapport a un

témoin préparé sans extrait [109].

20ul de I’extrait dilué
dans 1200 ul d’eau
distillée

|

[ 100 pl de Follin Ciocalteu ]

l Apres agitation

300 pl de solution de carbonate de
sodium a 20%

[ 300 pl d’eau distillée ]

l

[ Incubation pendant 60 min a Tamp }

\ 4

[ Mesure de I’absorbance a 750 nm ]

Figure n°13 :Schéma récapitulatif du dosage des poly-phénols totaux.
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2. Activité Antioxydante

» Testau DPPH :

e Principe

Pour déterminer D’activité antioxydant des extraits des fruits et feuilles de
Crataegus Monogyna Jacq le test du Diphényle picryle-hydrazyle (DPPH) a été utilisé
et ce selon le protocole décrit par Mansouri [109]
Le DPPH est un radical stable a température ambiante. Il est de couleur violette foncée
en solution dans le méthanol. En présence d’un antioxydant, cette couleur typique du
DPPH devient jaune pale et son absorbance a 517 nm diminue lorsqu’il est réduit en
son hydrazine [110 ,111]. La perte de la couleur bleue violette de la solution de DPPH:
Indique un effet de piégeage de ce radical [112].

e Protocole

A I’emploi, nous mélangeons 50 pl de chaque concentration des différents extraits
avec un volume de 1450 pl de DPPH préparé avec du méthanol a une concentration de
6.10° mM (obtenue aprés dilution de 0.0118g de poudre de DPPH dans 50 ml de
méthanol 6.10%). Le mélange est incubé pendant 30 minutes a 1’abri de la lumiére.
Ensuite les absorbances des différents extraits sont déterminées a une longueur d’onde
de 517 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

Les résultats sont exprimés selon la formule suivante :

Absorbance témoin — absorbance échantillon

inhibition du radical DPPH(%) = * 100

Absorbance témoin

» Mesure du pouvoir réducteur

e Principe

Le pouvoir réducteur des extraits de Crataegus Monogyna a été déterminé selon la

méthode décrite par [113]. Le principe de cette derniére repose sur la réduction du complexe

Fe3* [Ferricyanure de potassium en fer ferreux /Fe?*. La forme réduite donne une couleur verte

proportionnelle au pouvoir réducteur de 1’extrait.
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e Protocole

Dans un tube, 1250ul de ferricyanure de potassium KzFe(CN)s) a 1% ont été ajoutés au
mélange de 1250ul de tampon phosphate a (pH 6,6 ; 0,2 M) avec 500ul de I’extrait. Le
mélange a été mis dans un bain marie a 50°C pendant 20 min, auquel par la suite on a ajouté
1250ul d’acide trichloracétique TCA a 10%. On préléeve 1250ul du mélange, auxquels on
ajoute 1250ul d’eau distillée et 250ul de chlorure ferrique FeCls a 0,1%. L’absorbance a été

mesurée a 700nm en utilisant un spectrophotometre UV-Visible.

» Test de phosphomolybdate d’ammonium

e Principe

Le test de phosphomolybdate d’ammonium est une méthode quantitative pour évaluer la
capacité antioxydante. 11 est basé sur la réduction du Mo®" en Mo®* avec la formation d’un

complexe phosphate Mo®* de couleur verte avec une absorption maximale & 695nm.
e Protocole

Le dosage est effectué selon la méthode décrite par Prieto [114]. Ou 100 pl de I’extrait ont été
ajoutées a 1000 pl du mélange composé de (0,6 M d’acide sulfurique, 28 mM de phosphate de
sodium et de 4 mM de molybdate d’ammonium). Apres une incubation de 90 minutes dans un
bain marie a 95°C, les solutions obtenues ont été refroidis, puis les absorbances ont étés
mesurées & 695nm. La capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalent

d’acide gallique par gramme de la matiere seche (mg EAG/g MS).

3. Analyse par spectrophotométrie infrarouge (IR)

e Principe

L’infrarouge est une méthode tres utilisée pour la caractérisation et I’identification des
composés ou de leurs groupements fonctionnels (liaisons chimiques) dans un mélange
d’extraits. L’identification des liaisons se fait par absorption d’une énergie a un nombre
d’onde correspondant a la liaison caractéristique donné par I’IR un spectre d’un composé

inconnu et sera identifié par comparaison a la bibliotheque des données IR [115].
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e Mode opératoire

Nous avons utilisé un Spectromeétre Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR) de type

Agilent Cary 640, dont la gamme spectrale est dans I’intervalle infrarouge moyen [4007-
4000cm™] .

On préléve 60ml d’extrait pour chaque échantillon puis on les verse dans des boites a peétri

pour les secher dans une étuve a une température de 50C° pendant une semaine.

Les extraits secs de la plante ont été déposés entre deux plaques KBr et les spectres sont
enregistrés dans I’intervalle de 4000 a 400 cm™.
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Le taux d’extraction des composés phénoliques est influencé par le type de
solvant, le rapport liquide/ solide, la granulométrie de la poudre végétale, la température

et le pH du milieu.

Afin d’avoir une bonne extraction, nous avons utilis¢ une poudre trés fine, pour
augmenter la surface d’échange entre le solvant et la poudre Les composés phénoliques
sont généralement solubles dans les solvants organiques polaires et les solutions

aqueuses et peu solubles dans les solvants organiques apolaires.

I11.1. Analyses chimiques

111.1.1. Dosage des polyphénols totaux

Apreés I’ajout des réactifs de Folin-Ciocalteu, une couleur bleue est apparue, dont
I’intensité varie en fonction de la concentration phénolique de 1’extrait. Les résultats du

dosage des polyphénols totaux sont portés dans la figure 13.

L’analyse statistique des résultats montre que les teneurs en composés
phénoliques présentent une différence significative entre les deux parties étudiées
Feuilles et Fruits (p<0,05).

La figure 13 révele que D’extrait aqueux de feuille est le plus riche en
polyphénols, avec un taux de 381.25+98.201 mg EqAG/g MS, suivi des extraits de :
fruits mélange mixte (méthanol, eau (V/V)), fruit méthanolique, fruit mélange mixte
(méthanol, eau (V/V)) et I’extrait méthanolique de feuilles, ou nous enregistrons des
teneurs de ’ordre 213.57+47.824 ; 177.27+15.997 ; 283.76+8.066 ; 309.56+£15.921 mg
EgAG/g MS respectivement. Tandis que le plus pauvre en ces métabolites se trouve

dans I’extrait aqueux de fruit avec une valeur de 125.68+6.384 mg EQAG/g MS.

D’apres ces résultats, on déduit que le contenu phénolique dans les extraits

examinés, est plus retrouvé dans la partie feuille que la partie fruit de notre plante.

La comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature, montre que les
teneurs en polyphénols de nos extraits de feuilles sont plus supérieures a ceux obtenues
par Kosti¢ [117]. Ces résultats montrent que la teneur totale en composés phénoliques
des échantillons d'aubépine se situe entre 2,12 et 30,63mg EAG/g MS.
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Toutefolis, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la littérature car
I’utilisation de méthodes d’extraction distinctes ou non similaires réduit la fiabilité
d’une comparaison entre les études. Plusieurs facteurs peuvent influencer la teneur en
composés phénoliques. Des études récentes ont montré que les facteurs extrinseques
(tels que les facteurs géographiques et climatiques), les facteurs génétiques, mais
également le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une forte

influence sur le contenu en polyphénols. [119-121].
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Figure n°14 :Teneur en polyphénols totaux dans les extraits de fruits et de

feuilles de Crataegus Monogyna .
111.1.2. L’activité antiradicalaire

L’activité antiradicalaire des extraits de Crataegus Monogyna vis-a-vis du
radical DPPH" a été évaluée par spechtrophotométrie a 517nm, en suivant la réduction

de ce radical qui s’accompagne par son passage, de la couleur viollette & la couleur

jaune.

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

courte durée , aussi il est assez sensible pour détécter des substances actives a de basses
concentrations.
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L’analyse statistique de nos résultats montre que les activités antiradicalaires ne
présentent pas de différence significative entre les deux parties étudiées Feuilles et
Fruits (p<0.05).

Selon les résultats illustrés dans la figure n°14 on constate que les extraits :
méthanolique de fruit , méthanolique de feuille, aqueux de fruit,méthanolique aqueux de
feuille, aqueux de feuille présentent une grande activité au DPPH avec les valeurs de
99.93+0.000578%  ,99.91+0.001157%  ,99.87+0.027155%  ,99.84+0.002068%,
99.79+0.006359% et I’extrait méthanolique aqueux de fruit 80.86+0.3236%.

On remarque que tous les extraits de la plante étudiée possédent une activité anti-

oxydante et ils sont capables de piéger le radical DPPH".

Barros et al ont rapporté des teneurs presque similaires a celles de la présente étude
avec les extraits méthanoliques de fleurs et fruits de Crataegus Monogyna estimées a
10378 et 2170 mg/g respectivement. [121]

Les extraits méthanoliques ont une activité antiradicalaire trés importante soit

92.34 % et 91.99 % obtenue chez les feuilles et fruits respectivement.

120,00
100,00
© 80,00
>
o 60,00
o
O 40,00
20,00
0,00
Extrait de fruit Extrait de fruit Extrait de fruit Extrait de Extrait de Extrait de
50%Méthanol 100% eau 100% méthanol feuille 50% feuille 100% feuille 100%
50% eau méthanol 50% eau méthanol

eau

Figure n°15: activité antiradicalaire des extraits de fruits et de feuilles de

Crataegus Monogyna.

%0



Chapitre III : Résultats et discussions

111.1.3. Mesure du pouvoir réducteur

L’activité antioxydante des extraits de Crataegus Monogyna a été évaluée en
utilisant la méthode de Oyaizu [113]. Elle est basée sur la capacité des extraits a réduire
le fer ferrique Fe®* en fer ferreux Fe?*. Les résultats obtenus montrent que tous les

extraits ont la capacité de réduire le fer.

Le pouvoir réducteur des extraits de différents organes de 1’aubépine analysés

présente une différence significative de (P<0,05).

Le meilleur pouvoir réducteur a été obtenu par le mélange méthanol-eau (V/V)
de feuille 74.95 +8.193Mg EqAG/g MS, suivi de I’extrait methanolique de feuille
61.94+8.193 Mg EqAG/g MS, I’extrait aqueux de feuille 60.68+6.160 Mg EqAG/g MS
, I’extrait du mélange méthanol-eau (V/V) de fruit 42.29+3.046 Mg EqAG/g MS ,
I’extrait méthanolique de fruit37.67+6.160 Mg EQAG/g MS et I’extrait aqueux de fruit
avec une valeur de 27.54+£2.952 Mg EqAG/g MS.

Barros et al, ont rapporté des pouvoirs réducteurs largement supérieurs a ceux de
la présente étude avec les extraits de feuilles et fruits de Crataegus Monogyna
(908.5et 3777 mgl/g respectivement). Cette différence pourrait étre due a la méthode

d’extraction utilisée.
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Figure n°16: activité antioxydante utlisant le fer ferrique des extraits de fruits et
de feuilles de Crataegus Monogyna
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I11.1.4. Test de phosphomolybdate d’ammonium

L’analyse statistique de nos résultats montre que les activités antioxydantes au
phosphomolybdate présentent une différence significative entre les deux parties étudiées
Feuilles et Fruits (p<0,05).

Les résultats illustrés ci-dessous montrent que ’extrait méthanolique de feuilles
représente une meilleure activité antioxydante au phosphomolybdate 217.04+9.84 mg
Eq AG/g MS, suivi par I’extrait du mélange méthanol-eau (V/V) de feuilles, extrait
aqueux de feuilles, extrait du mélange méthanol-eau (V/V) de fruit, extrait aqueux de
fruit et enfin I’extrait méthanolique aqueux de fruit respectivement 193.11+7.47,
180.31+7.35, 150.2+16.53, 143.49+4.94, 136.6+7.81 mg Eq AG/g MS.
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Figure n°17: activité antioxydante utilisant le phosphomolybdate d’ammonium

des extraits de Crataegus Monogyna
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111.1.5. Spectrophotométrie a I’infrarouge

La spectrométrie infrarouge est une méthode d’analyse utilisée dans différents
secteurs agroalimentaire et pharmaceutique. Cette technique repose sur ’adsorption

sélective du rayonnement a I’infrarouge par les composés chimiques.

Le spectre infrarouge de I’extrait fruit obtenu avec le mélange (méthanol-
eau)(V/V) représentés dans (Figure 17) met en évidence la liaison O-H liée (liaison

hydrogéne) attribué & une bande d’absorption entre 3200 et 3500cm * forte et large a
3402cm 1.

o Les bandes des liaisons C=C ont une absorption entre 1450 et 1600 cm . Nous
obtenons cette fonction aux environs de 1604 cm ™ dans les spectres.

o Une bande d’absorption due aux groupements C-O (Alcool secondaire), se
trouvant entre 1000 et 1100 cm X sur le spectre.

fruit+Méathanol+Eau
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Figure n°18: la spectrophotométrie IR de I'extrait méthanolique aqueux de fruit.
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Le spectre infrarouge de 1’extrait fruit obtenu avec 1’eau est représenté dans la
(Figure 18) qui montre une bande a 3379cm ! qui correspondant a 1’étirement de la

liaison hydroxyle O-H (qui représente une bande large et forte en intensité) ;

o Une bande & 1050 cm ! correspondant a I’étirement de la liaison C-O
(alcool primaire) qui est de forte intensité.
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Figure n°19: spectrophotométrie IR de I'extrait aqueux de fruit.

Les bandes d'absorption de I’extrait méthanol ont été observé dans la figure 19:

o Une bande & 3550cm ! correspondant a I’étirement de liaison hydroxyle
O-H (qui représente une bande large et forte en intensité) ;

o Une bande 42661 cm ™ attribuée a I’étirement de liaison C-H ;

o Une bande a 2099 cm " correspondant a 1I’étirement C=C ;

o Une bande & 1077 cm ™ correspondant & 1’étirement de la liaison C-O (

alcool secondaire).
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Figure n°20: spectrophotométrie IR de I'extrait méthanolique de fruit.

Les bandes d’absorption les plus caractéristiques pour I’extrait de feuilles obtenu

avec le mélange méthanol-eau (V/V) sont observées dans la figure 20 :

o Une bande a 3415cm ' correspondant a 1’étirement de liaison hydroxyle
O-H (qui est de forte en intensité) ;

o Une bande a 2925 cm ! attribuée a I’étirement de liaison C-H qui
représente une bande large et forte en intensité ;

o Une bande a 1610 cm ! et une seconde a 1444 cm ! correspondant a
I’étirement de la liaison C=C qui sont de faibles intensites.

o Une bande & 1078 cm ! correspondant a 1’étirement de la liaison C-O
(alcool secondaire).
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Feuille+M ethanol+Eau

100

an

BD |
70 - \
N @
5
T | T | T | T | T | T | T | T | T |
400 8OO0 1200 1GO0 2000 2400 2800 3200 3600 4000

Transmittance 9%

Momhbre d'onde(cm™)

Figure n°21: Spectrophotométrie IR de I'extrait de mélange (méthanol-eau(V/V)) de

feuilles.

Les bandes d’absorption les plus caractéristiques pour I’extrait de feuilles obtenu avec

le méthanol sont observées dans la figure 21 :

o Une liaison O-H liée (liaison hydroxyle) est responsable d’une bande
d’absorption aux environs de 3200 a 3500 cm 1, cette bande est forte et large
située a 3432 cm L sur le spectre.

o Une bande liaison C=C qui absorbe entre 1450a 1600 cm™. Plus précisément a
1610cm * sur les spectres.

o Une bande d’absorption due aux groupements C-O (secondaire), se trouvant aux
environs de 1100 cm™ sur le spectre.
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Figure n°22 : spectrophotométrie IR de I'extrait méthanolique de feuilles.

le méthanol sont observées dans la figure 22 :

o

Une bande a 3376 cm " attribuée & 1’étirement de la liaison O-H, bande large et

forte en intensité ;

Une bande aux environs de 1610 cm * correspondant a 1’étirement de la liaison

C=C, bande de forte intensité ;

Une bande & 1450 cm 2 qui correspond a 1’étirement C=C, bande faible.

Un a1090 cm * due & 1’étirement de la liaison C-O (alcool primaire).
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Figure n°23 : spectrophotométrie IR de I'extrait aqueux de feuilles.
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Conclusion générale

Conclusion

Ce présent travail a pour objectif 1’é¢tude du pouvoir antioxydant les fruits et
feuilles de Crataegus Monogyna et la détermination de leurs pouvoirs antiradicalaires,
I’estimation du pouvoir réducteur ainsi que la caractérisation des composés phenoliques

par la spectrophotométrie infrarouge.

Pour I’obtention de différents extraits, nous avons réalisé une extraction aqueuse par
une maceération a 1’cau, une extraction organique par ajout de methanol et une extraction

par un mélange mixte méthanol-eau(V/V).
Plusieurs constatations ressortent de 1’analyse des résultats obtenus :

o Aprés le dosage des polyphénols totaux, une différence significative est
enregistrée entre les feuilles et les fruits de Crataegus Monogyna. L’extrait

aqueux de feuilles est le plus riche que I’extrait aqueux de fruit.

o L’étude de I’effet piégeur du radical DPPH" révele I’existence d’une différence
significative, mais tous les extraits de la plante étudiée possédent une forte
activité anti-oxydante et ils sont capables de piéger le radical DPPH".

o Les pouvoirs réducteurs de feuilles sont significativement plus élevés que ceux
des fruits.

o Une différence significative a été constatée aprés le test au phosphomolybdate
d’ammonium. L’extrait méthanolique de feuilles est le plus riche, comparé a
I’extrait méthanolique de fruit possédant moins d’activité d’antioxydante au
phosphomolybdate d’ammonium.

o L’analyse qualitative des extraits par spectrophotométrie infrarouge a révélé la
présence de différentes liaisons chimiques (O-H, C-H, C=C, C-O, ...) dans les
extraits étudiés, qui caractérisent les composés polyphénoliques.

o Les résultats de cette étude montrent que la plante étudiée constitue une bonne
source d’antioxydants naturels car : elle est riche en composés phénoliques et

posséde un fort pouvoir antioxydant.
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Résumé

La présente étude nous a permis de déterminer la teneur en polyphénols ainsi que
I’activité antioxydante (activité antiradicalaire de DPPH, pouvoir réducteur, test au
phosphomolybdate d’ammonium) et la spechtrophotométrie a 1’infrarouge de fruits et de
feuilles de I’aubépine. Le résultat du dosage des polyphénols montre une différence
significative entre les fruits et les feuilles d’aubépine. Le contenu phénolique dans les extraits
examinés est plus retrouvé dans la partie feuilles que dans celle de fruits. L’activité
antiradicalaire de DPPH des extrais d’aubépine ne présente pas une différence significative
entre les feuilles et fruits d’aubépine, la méme chose est notée pour le pouvoir réducteur. Le
test au phosphomolybdate nous a montre que les extraits de feuilles présentent une meilleure
activité par rapport aux extraits de feuilles. La spectrophotométrie a I’infrarouge a révélé que
les extraits de feuilles et de fruits renferment des groupements fonctionnels (liaisons
chimiques : O-H, C-O, C-H, C=C). le fruit et les feuilles peuvent étre considérés comme des
sources importantes d’antioxydants.
Mots clés: Aubépine, Crataegus Monogyna,  Activité antioxydante, Polyphénols,

spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier .

Abstract

In the present study we determined the polyphenol content as well as the antioxidant
activity (DPPH antiradical activity, reducing power, ammonium phosphomolybdate test) and
infrared spechtrophotometry of hawthorn fruits and leaves. The result of the polyphenol assay
shows a significant difference between hawthorn fruits and leaves. The phenolic content in
the examined extracts is more found in the leaf part than in the fruit part. The DPPH
antiradical activity of hawthorn extracts does not show a significant difference between
hawthorn leaves and fruits, the same is noted for the reducing power. The phosphomolybdate
test showed us that the leaf extracts had a better activity compared to leaf extracts. Infrared
spectrophotometry revealed that leaf and fruit extracts contain functional groups (chemical
bonds: O-H, C-0O, C-H, C=C).

Key words: Hawthorn, Crataegus Monogyna, Antioxidant activity, Polyphenols, Fourier
transform infrared spectroscopy.
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