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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales revétissent une importance incommensurable et constituent de
véritables pharmacies naturelles afin d’entretenir notre peau, protéger notre corps, prévenir
nos maux voire les guérir méme, elles sont une source inépuisable de panoplies de produits
utilisés dans le traitement de plusieurs maladies telles que les maladies inflammatoires,
cardiovasculaires, neurodégénératives et les cancers de tout acabit (Kcechlin-Ramonatxo,
2006).

De nos jours la recherche pharmacologique s’attache beaucoup a ces plantes
médicinales pour se passer carrément des molécules synthétiques qui présentent souvent des

effets secondaires indésirables (Veer et al., 2000; Sarige, 2001).

Crataegus laciniata est une plante médicinale connue en Algérie, elle possede une
forte activité antioxydante, en raison de la présence de différents composés bioactifs tels que

les phénols, les flavonoides et les tannins (Wala, 2012).

En dépit de ces activités que peuvent véhiculer ces métabolites secondaires, le pouvoir
médicinal de cette plante reste encore peu exploré surtout sur le plan

pharmacotoxicologique (Melzer et al., 1991).

Dans cette optique, nous avons entrepris une étude qui s’inscrit dans le cadre des
travaux de laboratoire de biochimie appliquée de I’Université de Bejaia ,portant sur 1’étude de
la caractérisation et I’identification des composés actifs ainsi que I’étude du pouvoir

antioxydant de I’extrait organique de fruit de Crataegus laciniata.

L’objectif essentiel de ce travail consiste a répondre a la problématique suivante : «
Peut-on considérer la plante Crataegus laciniata une source naturelle de composes actifs ? »

Autrement dit « cette plante serait-elle une source naturelle d’antioxydants ? »

-
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I. Synthése Bibliographique

I.1. Données genérales sur Crataegus laciniata

1.1.1. Description botanique

Crataegus est le nom scientifique de l'aubépine appartenant a la famille
« Rosaceae ». Cette derniére est constituée de 100 genres dont 200 espéces de Crataegus
(Bouzid, 2009).

Crataegus laciniata est I'une des espéces du genre Crataegus. C’est un arbuste
volumineux, atteignant 7 m de haut, contenant des feuilles caduques, en forme d'ccuf
rhombique de 3 a 5 cm de long; bordures profondes, gris-vert en haut, poilue et gris-feutré en
bas, des fleurs de couleur blanche et de 2 a 2,5 cm de largeur et des fruits de forme baie
charnue, de couleur rougeétre et de 1,5 a 2 cm de long (Bellakhdar, 1997 ; Bachiri et al.,

2015) (figure 1).

Figure 1 : Image montrant les feuilles, fleurs, fruits et I’arbre de crataegus laciniata. (Bachiri et al.,
2015)




I. Synthése Bibliographique

1.1.2. Air de répartitions et exigences climatiques de Crataegus laciniata
Elle est commune dans toutes les zones tempérées de 1’hémisphére nord y compris
les régions de I’Amérique du sud, I’Est de I’Asie ainsi que les régions euro —
mediterranéennes (Hamdaoui, 2018). Le continent africain est un des continents dotés d’une
biodiversité la plus riche dans le monde. L’Algérie possede une richesse floristique
considérable, ce potentiel de plante médicinale comporte des milliers d’especes présentant
divers intéréts et constituent un axe de recherche scientifique et plus particulierement dans le
domaine des substances naturelles (Aberkane, 2006).
Elle s’accommode a tous les terrains, mais elle préfére les sols calcaires et se satisfait
des plus secs. Cette espece préfere les emplacements ensoleillés, a terre légére qui ne contient

pas beaucoup d’argile, elle peut se développer dans les sols acides, neutres et méme alcalins
(Hamdaoui, 2018).

1.1.3. Classification botanique
Selon Bouzid, 2009 la classification botanique est la suivante :
» Regne : Planta (Plante)
» Sous-régne : Tracheobionta (Plantes vasculaires)
» Embranchement : Spermaphyta (Spermaphytes)
» Sous-embranchement : Angiospermes.
» Classe : Magnoliophyta (Dicotylédones)
» Sous classe : Dialypétales
» Ordre : Rosales
» Famille : Rosaceae (Rosaceées)
» Genre : Crataegus

» Espece : Crataegus laciniata

1.1.4. Etymologie et appellations

Le nom botanique Crataegus a ses origines du grec : Kratos qui signifie la « dureté
» ou la « force » du bois. Le genre Crataegus comprend plusieurs centaines d'espéces a
travers le monde. Les différentes especes s'hybrident facilement, ce qui rend difficile le

dénombrement exact du nombre d'espéces (Hamdaoui, 2018).

]



I. Synthése Bibliographique

Selon Bachir, 2015 I’appellation est la suivante :

Tableau I: Appellation et langue correspondante.

Langue Appellation
Berbere Admam
Arabe Tabgha
Anglais Hawthorn
Francais Aubépine

1.2. Composition en métabolites des espéces du genre Crataegus

Plusieurs groupes de composés représentant les métabolites primaires et secondaires
ont ete reportée dans différentes parties des aubépines. Dans les fruits, les sucres sont les
métabolites primaires les plus abondants (Urbonaviciute et al., 2006) alors que les métabolites
secondaires majeurs sont les composés phénoliques. Par rapport a ces derniers, les oligomeres
procyanidines et leurs glycosides sont les principaux composés majeurs, tandis que les
flavonoides dominent dans les feuilles (Liu et al., 2011).

Les deux classes sont représentées dans le tableau ci-dessous :

Tableau Il : Classes en métabolites des especes du genre Crataegus

Meétabolites primaires Meétabolites secondaires

Sucres Autres métabolites Composés Autres métabolites
primaires phénoliques secondaires
Polysaccharides Amines Tannins Alcaloides

Glucose cardiotoniques (Hydrolysables et Caroténoides

Saccharose Triméthylamine Condensés) Terpénoides
Fructose Phénylalanine Flavonoides
Xylose Tyramine Acides phénoliques

sucres alcooliques Acides Acide ascorbique

(sorbitol, myo-

inositol)

tricarboxyliques
Protéines

Acides nucléigues

]
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1.2.1 Composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires. lls sont des molécules biologiques
actives possedants un ou plusieurs cycles benzéniques portants un ou plusieurs fonctions
hydroxyles.

Ces composes sont synthétisés par les plantes aussi bien au cours du développement
normale que dans les conditions du stress. Chez la plante ils contribuent dans le
développement, la reproduction, la croissance cellulaire, la différenciation, I'organogenése, la
floraison et la lignification. En outre la teneur des végétaux en polyphénols est tres variable en
fonction de nombreux parametres génétiques, physiologiques et environnementaux (Rejeb,
2008).

Ils interviennent aussi sur la santé humaine en exercant un effet antioxydant contre le
vieillissement cellulaire (cosmétiques), un pouvoir anticancereux, luttant contre les maladies
cardiovasculaires et coronariennes (Delcambre, 2010).

Ces polyphénols regroupent plusieurs milliers de molécules réparties dans deux
grandes sous familles : les non flavonoides et les flavonoides (Figure 02), qui regroupent a

leur tour des sous-familles (Gawel, 1998 ; Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
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Figure 2 : les deux grandes classes des polyphénols (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
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a. Acides phénoliques

Les acides phénoliques se rencontrent dans les plantes sous forme libre comme
glycosides et peuvent étre intégrés dans des molécules plus grandes sous une forme ester, on
cite par exemple : I’acide caféique, coumarique, ferulique, gallique et siringique.

En raison de la présence d'un nombre élevé de groupes hydroxyle et d'un fragment
carboxyle, leurs propriétés antioxydantes sont tres prononcées (Rice-Evans et al., 1996 ;
Sroka, 2005).

b. Flavonoides

Les flavonoides comprennent 15 atomes de carbone formant une structure Ce-Cs-Cs,
soit deux noyaux aromatiques (benzo-y-pyrone) reliés par un pont de 3 carbones. La structure
en Ce-C3-Cs est le produit des deux voies de synthese des composés phénoliques, le noyau B
et le pont carboné constituant une unité phénylpropanoide synthétisée a partir de la
phénylalanine provenant de la voie de 1’acide shikimique, alors que le noyau A vient de la
condensation de 3 motifs acétates via la voie de 1’acide malonique (Bruneton, 1999).

Au sens strict ils sont des composeés dont la substitution par un noyau benzénique se

fait en position 2. Les composés présentant une substitution en position 3 sont désignés par le
terme isoflavonoides (figure 3) (Bruneton, 1999 ; Erlund, 2004).

OH

Flavan-3-ol

Anthocvanidine

Flavanone

Figure 3 : Structures de base des principaux flavonoides (Chira et al., 2008).

]
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c. Tannins

Les tannins se repartissent dans toute les parties de la plante et qui différent des
flavonoides par leur poids moléculaire élevé (entre 500 et 3000) (Rejeb, 2008).

Elles sont des molécules fortement hydroxylés et peuvent former des complexes
insolubles lorsqu'ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives,
réduisant ainsi la digestibilité des aliments (Salah Eddine, 2014). 1l existe deux catégories de
tannins (Gori, 2014).

» Tannins hydrolysables
Ce sont des esters de glucose et d’acides phénols (figure 4) qui sont :
Soit d’acide gallique, pour le groupe de tannins galliques (gallotannins).
Soit d’acide ellagique, pour le groupe de tannins ellagiques (ellagitannins) (Azzi, 2016).

HO
HO 0 OH
H
HO 0Co
H O H
HO -0
HO H
HO
HO OH

H

Figure 4 : Structure de tannins hydrolysables (Azzi, 2016).
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» Tannins condensés
Les tannins condensés, appelés aussi proanthocyanidines, sont largement répandus
dans l'alimentation humaine. Ces tannins sont des oligomeres ou polyméres de flavan-3-ols
qui ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide a chaud par rupture de la
liaison inter monomérique (figure 5) (Gori, 2014).

OH
= JC :ou

“OH
OH
Figure 5 : Structure de tannins condensés (Azzi, 2016).

1.2.2. Terpénoides

Les terpénoides sont une classe importante de metabolites secondaires qui proviennent
du méme précurseur biosynthétique, 1’acide mevalonique. Chaque classe de terpénes est issue
du couplage « téte-a-queue » d’unités isopréniques. La premiere étape de leur biosynthése
commence toujours par condensation de deux dérivés phosphorylés de 1’acide mévalonique,

I’isopentényl pyrophosphate et le diméthyl-allyl-pyrophosphate (Bruneton, 1999).

a. Triterpénes

Les triterpénes « 4000 composes construits sur plus de squelettes différents » sont des
composés en Cso issus de la cyclisation du squaléne. lls sont trés souvent hydroxylés et
présentent une trés forte unité structurale. L’unité structurale est également fortement
marquée chez les stéroides : des composés aussi différents quant a leurs propriétés que les
phytostérols, les saponosides, les ecdystéroides, les glucides cardiotoniques ou les alcalines

stéroidiques ont tous le méme squelette de base (Bruneton, 1999).

g
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b. Caroténoides

Ils sont synthétisés par les plantes et les micro-organismes photosynthétiques.
Six cents caroténoides sont actuellement identifiés, dont une soixantaine posseéde une activité
provitaminique A, notamment, lalpha, le béta et le gamma-carotene ainsi que la

cryptoxanthine.

La structure caroténoide permet de nombreuses variations : isomérisations cis-trans,
particularités chirales. Ainsi, le béta-caroténe existe dans les milieux naturels sous forme tout-
trans, mais aussi 9-cis, 13-cis, 15-cis (figure 6). Ils peuvent subir des conversions sous l'action
de la lumiére (a laquelle les caroténoides sont tres sensibles), de I'énergie chimique ou
thermique, ou encore sous l'influence d'enzymes. lls possédent des propriétés antioxydantes et
font partie du systeme de défense cellulaire contre les formes agressives de lI'oxygene et les

radicaux libres (Bertram, 1999).

G—cizs F—Carcotana

12 —cis —CarctSns

= =N

15 —<is f—Carctsns R

Isomeares du b2ta — Carcotaene

Figure 6 : Différents isoméres du béta-caroténe (Bertram, 1999).

1.2.3. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques naturels (le plus souvent d’origine
végétale), hétérocyclique avec I’azote comme hétéroatome, des structures moléculaires
complexes plus ou moins basiques et douées de propriétés physiologiques prononcées méme a
faibles doses (Bruneton, 1999 ; Zenk et Juenger, 2007). Représentant un groupe fascinant de
produits naturels, ils constituent un des plus grands groupes de métabolites secondaires avec
prés de 10 000 a 12 000 différentes structures (Roberts et Wink, 1999 ; Stockigt et al., 2002).
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1.3. Effets pharmacologique et utilisations de la plante

1.3.1. Effets pharmacologique

Cette espéce a une longue histoire comme une plante médicinale utilisée pour
traiter les calculs rénaux, les troubles digestifs, la dyspnée et les troubles cardiovasculaires en
raison de sa capacité a réduire les facteurs de risque importants tels que l'inflammation,
I'nypertension et la thrombose (Rigelsky et Sweet, 2002). La recherche documentaire montre
qu'il existe des preuves substantielles de [l'utilisation de Crataegus dans [l'insuffisance
cardiaque congestive chronique (Dahmer et Scott, 2010). Les fruits rouges sont riches en
flavonoides et constituent la partie la plus employée dans la phytothérapie. Les flavonoides
de C. laciniata détendent et dilatent les artéres, en particulier les arteres coronaires. Cela
augmente le flux sanguin du muscle cardiaque et réduit les symptémes de l'angine et
contractions du muscle cardiaque. Les flavonoides sont également fortement antioxydants,
aidant a réduire la dégénérescence des vaisseaux sanguins (Pittler et al. 2003 ; Tabah et al.,
2009). En geéneral toutes les espéces du genre Crataegus ont les mémes effets thérapeutiques
(figure 7)

hypoxiaue —

Alzheimer

Inflammatoire l'aubepine

est un

" " ANTI
Athérosclérose

microbial

Figure 7 : Schéma de touts les effets thérapeutiques du genre Crataegus. (Amirhossein, 2020).
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1.3.2. Utilisations traditionnelles de Crataegus laciniata

En Europe, l'utilisation de l'aubépine remonte a I'époque De Dioscoride au premier
siecle. Son utilisation pour le traitement des maladies cardiaques a été commencée a la fin de
1800. Avec le temps ces fruits, feuilles et fleurs ou leurs combinaisons ont été
traditionnellement utilisés comme astringent, antispasmodique, cardiotonique, diurétique,
hypotensif et comme agent anti-athérosclérotique. L'herbe est utilisée pour traiter divers
problémes cardiaques y compris l'insuffisance cardiaque, I'angine de poitrine, I'nypertension,
Iégére altération du rythme cardiaque et I'athérosclérose.

Dans la médecine traditionnelle chinoise, les fruits de 1’aubépine sont utilisés pour
stimuler la digestion et la fonction de I'estomac, I'amélioration de la circulation sanguine et
I'élimination de la stase des sangs. Ainsi, ils sont utilisés dans les prescriptions pour traiter
l'indigestion avec distension épigastrique, diarrhée; amenorrhée; hypertension; et
I'nyperlipidémie (Hamdaoui, 2018).

En Algérie et au Maroc la fleur de Crataegus laciniata est employée en usage interne
sous forme d’infusé comme reméde contre les palpitations et les diarrhees. Par contre le fruit
en Algérie est employé dans le massif des Aurés comme aliment de misére et au Maroc et
dans le Moyen Atlas, les fruits mdrs sont consommeés par les bergers.

En Tunisie, la fleur est employée sous forme de décocté dans le traitement de I’angine
; elle est réputée utile pour supprimer les douleurs post-partum, tandis que la feuille est
employée en usage interne sous forme de décocté comme remede recommandé aux
diabétiques. Les fruits de quelques espéces Crataegus étaient employés dans 1’alimentation
humaine malgré sa faible saveur et le manque de suc. Leurs fruits étaient récoltés et

consommes crus, surtout en année de disette (Mohand, 2006).

I.4. Toxicité de la plante

L’espéce Crataegus laciniata est une plante a action lente et doit étre utilisée au
minimum 4 a 8 semaines pour en bénéficier pleinement. Le dosage dépend du type de
préparation et la partie de la plante utilisé. Les doses testées dans les études cliniques
européennes ont varié de 160 a 900 mg par jour de C. laciniata normalisé pour contenir 2,2%
de flavonoides ou 18,75% de proanthocyanidines oligomeres. Dans les deux premiéres
semaines de la supplémentation de C. laciniata, des effets positifs seront observés. C.
laciniata est slre et ses effets secondaires sont minimaux lorsqu'elle est consommée en

posologie recommandée (Kim et al., 2000).
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I.5. Stress oxydant, radicaux libres et antioxydants

1.5.1. Stress oxydant

De maniere générale, le stress oxydant se définit comme étant le résultat d’un
déséquilibre de la balance entre les especes oxydantes et les systemes de défense
(antioxydants), avec comme conséquence, I’apparition de dégats souvent irréversibles pour la
cellule.

Dans les conditions physiologiques, 1’oxygéne produit des espéces réactives de
I’oxygene (ERO) particulierement toxiques pour I’intégrité cellulaire, c’est notamment le cas
au niveau des mitochondries d’une cellule. Cependant, les ERO ne sont pas des especes
sélectives, elles ne sont pas capables de faire la différence entre 1’agresseur et 1’agressé
(Hybertson, 2011).

La source principale des especes réactives de 1'oxygene dans les cellules des
mammiferes est d’origine enzymatique parmi ces enzymes la NADPH oxydase, les
peroxydases la xanthine oxydase, les cyclooxygénases et les lioxygénases sont parmi les
sources endogeéenes d’ERO les plus importantes ; les mitochondries, €léments essentiels au
fonctionnement cellulaire puisqu’elles métabolisent le dioxygéne et produisent également en
permanence des ERO (Droge, 2002 ; Valko et al , 2006 ; Afonso et al., 2007 ).

Il est important de noter que le stress oxydant peut étre également la conséquence de
I’effet de facteurs environnementaux. En effet, la vie moderne confronte notre organisme a
des facteurs provoquant une surproduction de ERO tels que la pollution, 1’absorption d’alcool
ou de médicaments, 1’exposition au soleil ou encore le tabagisme. Un exemple de sources et
de I’effet des radicaux libres sur I’ADN est montré dans la figure ci-dessous (Afonso et al.,

2007).

t Radiations
‘.‘ ionisantes \Tabac
- a h
Métabolisme .{)’ 2 O.H oD
©-H o @ 7
' Mitochondries Dégats sur I'ADN
P - DP° - W/ \V./ 4 \V./ A\ -
(o) H,O, OuH o.H
O + Uv.)
Inflammation dans I"'atmosphére

= Pollution H @
0“0'027 atmosphéri*i
Globules blancs

Figure 8 : Exemple de sources et de I’effet des radicaux libres sur I’ADN (Afonso et al., 2007)
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1.5.2. Radicaux libres

Un radical libre est un atome ou une molécule qui porte sur sa couche électronique
périphérique un ou plusieurs électrons non appariés, c’est-a-dire non couplés a un électron de
spin opposé. Cela entraine une tres haute réactivité chimique avec les éléments voisins
(Rochette, 2008 ; Leverve, 2009).

Parmi les principaux radicaux libres:
= L'anion superoxyde : Oz
L’anion superoxyde est généré par différents systémes enzymatiques notamment des
oxydases (e.g. NADPH oxydase dans la membrane lipidique et cytochrome oxydase dans la
chaine respiratoire mitochondriale). Cette réaction se fait grace au transfert d’un €lectron du

cofacteur enzymatique a I’oxygene.

02 + e+ Oxydase — O+ (réaction 1)

La durée de vie du radical Oz *" ainsi crée est tres courte du fait de sa forte réactivité. 11
va ainsi interagir rapidement avec son environnement direct (molécules de solvant). L.’anion
superoxyde est un souvent désigné comme une des espéces permettant la production de
nombreuses autres especes réactives de 1’oxygene.

Dans la membrane plasmique se trouve une enzyme, la NADPH oxydase. Elle permet
de catalyser la réduction de I'oxygéne en utilisant le NADPH comme donneur d'électrons.

Cette réduction aboutit a la production de I'anion superoxyde O¢- (Souza et al., 2001)

NADPH + 20, +0xydase———— NADP+ + 202+ + H* (réaction 2)

La xanthine oxydase peut étre aussi une source de radical superoxyde par oxydation de

la xanthine en acide urique :

20, +Xanthine + H,O,—

O+ Acide urique + 2H"(réaction 3)

= Le peroxyde d'hydrogéne : H.O;
La double protonation de I’anion superoxyde Oz peut se passer dans des
conditions favorables en milieu acide. Cette réaction est catalysée par le superoxyde

dismutase (SOD) aboutissant a la formation de peroxyde d’hydrogene H20>:

&
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20— + 2H+ SOD ——— H202 + O3 (réaction 4)

Le peroxyde d’hydrogéne H>O> n’est pas un radical libre, et présente donc une plus
grande stabilité par rapport aux les radicaux libres.

Toutefois il est considéré comme une espéce réactive d’oxygene car il intervient
comme intermédiaire de synthése d’autres radicaux libres. Ses propriétés physico-chimiques
lui permettent de traverser la membrane lipidique, il joue donc un role important comme
vecteur et diffuseur du stress oxydant. Le peroxyde d’hydrogene peut réagir dans les milieux
intracellulaires avec des anions de chlore aboutissant ainsi a la formation d’acide

hypochloreux :

H>0; +Chlore ———— 2HOCI (réaction 5)

Cet acide peut réagir avec les groupements amines de certains composes biologiques

(e.g. proteines, lipides, ADN), entrainant leur dénaturation.

* Le radical hydroxyle : OH.
Le radical hydroxyle est tres toxique, il provient de la réaction trés lente entre O2¢ et
H20: :
H20; + Oz + H+ ->—— OH + O2 + H0 (réaction 6)

Le radical hydroxyle peut également provenir de la réduction du peroxyde
d’hydrogéne par un métal de transition comme par exemple 1’ion ferreux. Cette réaction est

appelée la réaction de Fenton :

H.0, + Fe?* —

*OH + OH + Fe®* (réaction 7)

Il s’agit du radical le plus réactif des ERO et le plus toxique, sa durée de vie étant
extrémement courte de ordre de 10° s. Le radical hydroxyle réagit de maniére non
spécifique avec son environnement (comme I’ADN ou les protéines), il intervient donc
comme un initiateur de la peroxydation lipidique ayant comme résultat la dégradation de la

membrane lipidique. (Gutteridge et Halliwell., 1993).

=
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= Les radicaux alkyles Re, alkoxyles RO* et peroxyles ROO-
L’oxydation de la membrane cellulaire par le radical hydroxyle conduit & la formation
de radicaux peroxyles ROOe.. La dégradation de ces derniers suivant la réaction de Fenton

conduit & la formation de radicaux alkoxyles hautement réactifs.

ROOH + Fe?* -——— RO« + OH + Fe®* (réaction 8)

Re + O2——— ROO- (réaction 9)

* L’oxygene singulet : 10,
Forme «excitée» de I’oxygene moléculaire, est souvent assimilé a un radical libre en
raison de sa forte réactivité (Milane, 2004).
L’acide hypochloreux peut également réagir avec le peroxyde d’hydrogene aboutissant

a la formation de dioxygéne singulet activé 102 :
H202 + HOCl ->——HCI + 102 + H20 (réaction 10)
En effet, les conséquences engendrées par les radicaux libres se traduisent en

dommages oxydatifs de ’ensemble des constituants cellulaires. Ce que nous montre la figure
9.
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Figure 9 : Différentes cibles des Espéces Réactives de I’Oxygeéne (Poisson, 2013).
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1.5.3. Antioxydants

Les antioxydants sont des substances qui inhibent ou ralentissent I’oxydation d’un
substrat. Ils sont présents sous de nombreuses formes et peuvent intervenir en prévention de la
formation des radicaux libres, aussi bien que pour participer a leur élimination (antioxydants
primaires et secondaires) (Wainsten, 2009).

Il existe deux classes d’antioxydants (figure 10) : les endogenes et les exogenes. Les
antioxydants endogénes sont principalement les enzymes superoxyde dismutase, catalase et
glutathion peroxydase. Les antioxydants exogenes comme des vitamines (A, C et E), des
Polyphénols, flavonoides, qui sont, par définition, apportés de ’extérieur par exemple par
I’alimentation apportant un soutien significatif dans la lutte antioxydante (Johnson, 2005 ;
Valko, 2006).

LOOH
ONOO
Coenzyme Q\LOD. 0, H.0
L-Citrulline Tﬂ-tamténe Acide urique
L-Arg 10, HO:
R° |_" US / CU, ZEOD t SIECAT
Vit C 02 eﬂ 020- ﬂ H202 HZO
' GPx
vit e-o4 ROO R$5-5-G WG
EO Héme NADPH + H A . GSH  GSSG
co HO-1 R-S-Alznylglycine /
Bilivezrdin NADP y-glutamylcystéine
ROOH Fe = | GR
H,0 NADP*  NADPH,H*
Glutamate
+
Cystéine

Figure 10 : Schéma montrant les deux classes d’antioxydants : les endogénes et les exogeénes et
leurs activités sur les radicaux libres (Poisson, 2013).
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1. Matériels et méthodes

11.1. Espece végétale
L’espéce végétale utilisée dans cette étude est : fruit de la plante Crataegus laciniata.

11.1.1 Récolte
Les échantillons de Crataegus laciniata ont été récoltés en été de I’année 2019 a

Djurdjura

1.2 Meéthodes de préparations

11.2.1. Préparation de la matiere vegétale

L’identification de la plante Crataegus laciniata a été faite au niveau du laboratoire
de Botanique de la faculté des sciences de la nature et de la vie, de 'université de Bejaia.
Aprés I’identification de la plante ; elle a été bien nettoyée, puis un lavage avec de 1’cau afin
de se débarrasser de toutes poussiere dont on a obtenu des échantillons qui ont été seches a
I’aire libre pendant 15 jours afin d’éliminer toute trace d’humidité, des produits sont obtenus
et sont réduits en poudre avec un broyeur électrique. L’extrait obtenu est tamisé afin

d’obtenir une poudre fine et homogene.

11.2.2. Préparation de ’extrait

La méthode utilisée pour I’extraction des polyphénols de Crataegus laciniata est celle
élaborée par Chiang et al. (1994) par le protocole suivant :

La poudre de Crataegus laciniata dont la partie fruit (80g) a été macérée dans
I’éthanol (96%) pendant 24 heures d’agitation dans un ballon, a un rapport de 1gramme de
poudre pour 4ml d’éthanol. Apres les 24H, une décantation a été réalisée en mettant la
solution dans une éprouvette pendant une nuit. Aprés avoir récupéré le surnageant, ce dernier
a subi une élimination totale de toute trace d’éthanol a I’aide d’un rotavapeur a 40°C.
L’extrait éthanolique obtenu a subi une chromatographie séparative en utilisant la résine de
type XAD16 amberlite afin se débarrasser des sucres que contenais I’extrait éthanolique.

La pesée de I’extrait a été prise apres la stabilisation du poids sec.

Le taux ou le rendement d’extraction a été calculé selon la formule suivante ;

R= (P1-PY/E)*100

P1: poids d’extrait aprés évaporation ; P2: poids du cristallisoir vide ; E : poids du I’échantillon initial ;
R : rendement d’extraction

=
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11.3. Dosage des phénols totaux, flavonoides, tannins condensés

11.3.1. Dosage des phénols totaux

La teneur totale en polyphénols a été mesurée par la méthode colorimétrique de
Folin-Ciocalteu (Singleton, 1999). Son principe est basé sur I’oxydation de tous les composes
phénoliques existant dans I’extrait a tester par le réactif qui est un mélange d’acide
phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo0120a40). Lors de
I’oxydation des phénols, il est réduit en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgO23) et
de molybdéne (MogO23) (Ribéreau-Gayon, 1968).

Le contenu en polyphénols totaux est exprimé en concentration équivalente d’un
polyphénol standard choisi selon P’extrait végétal a doser (acide phénolique majoritaire,

souvent acide gallique ou chlorogénique).
> Le mode opératoire :

Placer 20 pL de standard (acide gallique), blanc ou échantillon (I’extrait sec est
dilué dans du MeOH/H20 (50/50) & 1 mg.ml sur lequel a été effectue une dilution de 1/4)
selon les puits, puis ajouter 100uL de Folin-Ciocalteu dilué 10X. Attendre 2 a 3 min, ensuite
on ajoute 80 pL de Carbonate de Sodium Na,COs (Peser 750 mg pour 10 mL H.O ou bien 7,5
g dans 100 mL H,O, dont la concentration est de 75 g.L™). Incuber 1 h a température

ambiante (ou 5 min a 40°C) a ’obscurité. Enfin, lire I’absorbance a 735 nm.
NB : 10 mL est la quantité nécessaire et suffisante pour 1 plaque de 96 puits.

Les résultats de la teneur des polyphénols présente dans 1’extrait de Crataegus
laciniata en pg équivalent d’acide gallique en mL™ par gramme d’extrait sont exprimés a

partir de la courbe d’étalonnage (annexe 3).
11.3.3. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage total des flavonoides a été déterminé selon la procédure décrite par
MAKSIMOVIC, (2005). Dépendant du réactif AICI; pour doser les flavonoides d’extrait
végeétal. Le principe de cette méthode est basée sur la capacité des flavonoides a former un
complexe avec le chlorure d’aluminium résultant 1’apparition d’une solution de couleur
jaunatre dont I’intensité est proportionnelle a la quantité des flavonoides contenue dans

I’extrait.
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> Mode opératoire :

Placer 125 pL de standard (Quercétine), blanc ou échantillon selon les puits
(I’extrait sec est dilué¢ dans du MeOH/H20 (50/50) & 1 mg.mL™?). Ensuite, ajouter 75uL de
réactif chlorure d’aluminium (133mg (AICls 6H.0) + 400mg Acétate de sodium). Puis,
incubé 10 minutes a température ambiante et a 1’obscurité. Enfin, lire 1’absorbance a

normalement & 430 nm.

Les résultats de la teneur des polyphénols présente dans I’extrait de Crataegus
laciniata sont exprimés en pg équivalent quercetine mL™? par gramme d’extrait dans la

courbe d’étalonnage (annexe 3).
11.3.4. Dosage des proanthocyanidines ou tannins condensées

Les tannins condensés sont dosés par la méthode de la vanilline en milieu acide
décrite par Swain et Hillis (1959). Le principe de cette méthode est base sur la capacité de la
vanilline a réagir avec les unités des proanthocyanidines en présence d’acide, pour produire

un complexe de couleur rouge .
> Mode opératoire :

Le mélange réactionnel contient 1ml de la solution d’extrait (100ug/ml) et 2ml du
réactif de la vanilline (1g de la poudre de vanilline dans 100ml de I’acide sulfurique a 70%).
Apres I’incubation a 50°C pendant 20 minutes, I’absorbance a ét¢ mesurée a 500 nm. Les
résultats ont été exprimés en milligramme de I’acide tannique par gramme de la matiére seche

a partir de la courbe d’étalonnage (Annexe 3).

11.3.1. Activité Anti-radical DPPHe
La molécule DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), de couleur violette intense, elle

est considérée comme étant un radical libre instable.

Son principe est basé sur la liaison du radical libre sur des substances antioxydantes
(AH) (perd sa coloration native), qui lui transférent des électrons ou des protons, et la forme

réduite du DPPH« (réaction 11), confére a la solution une couleur jaune (voir la figure 11).

Le virage vers cette coloration et I’intensité de la décoloration découle de la nature, la

concentration et la puissance des principes actifs.
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DPPH.+AH ——— DPPH-H +Ae (Réaction 11)

AH : antioxydants
DPPH.: Couleur violet
DPPH-H : incolore

> Mode opératoire :

L’effet de I’extrait de fruit de Crataegus laciniata sur le radical DPPHe a été
mesuré selon la méthode de Masuda et al (1999). 50ul d’une solution DPPH préparée dans le
méthanol (5mM) ont été ajoutés a 2,45 ml de la solution d’extraits (100ug/ml). Aprés 30
minutes d’incubation & température ambiante, I’absorbance a été mesurée a 517 nm. L’activité

anti-DPPH a été évaluée selon la formule suivante :

%Activité anti-radicalaire = [Ao- (A1-As) /A0]*100

Ao : I’absorbance de la solution du contréle (contient seulement le DPPH)
A1 :1’absorbance du DPPH et I’extrait
As : I’absorbance de I’extrait sans DPPH.

Les standards qui ont été utilisés sont : ’acide caféique, rutine, catéchine, quercetine,

acide tannique, acide gallique et la myreécitine

+ Antioxydant-OH + Antioxydant-O*

.‘J —_— . N
1‘* NH
N ! I‘l'). )N J N(
DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Figure 11 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Congo et al., 2012).
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I11. Résultats et discussion

I11.1. Estimation quantitative de I’extrait

Il faut savoir avant d’entamer I’estimation quantitative qu’il existe des facteurs
physico-chimiques qui peuvent influencer sur ce dernier, tel que le PH du milieu, la
granulométrie de la poudre végétale, la température et le rapport solide-liquide (Shahidi et
Nazck, 2006 ; Falleh et al., 2008).

De ce fait, la technique que nous avons utilisé a été choisit a 1’égard de ces facteurs
(comme les conditions de séchage a température ambiante, abrité de la lumiére pour assurer
une élimination de I’eau afin de préserver la composition chimique de I’extrait), visant a

I’extraction des composés actifs dans le fruit de C. laciniata.
Le rendement et la masse de I’extrait sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau Il : Caractéristiques de 1’extrait éthanolique de fruit de Crataegus laciniata dont la masse
et le rendement.

Extrait Rendement (%)

Extrait éthanolique de fruit 6,48 10,02

D’apres le tableau, on a eu une masse de 6,48g avec un rendement (10,02%) qui

représente un bon pourcentage.

I11.2. Teneur en phénols totaux, flavonoides, tannins condensés

L’extrait éthanolique du fruit de cette espéce peut contenir des centaines de composes.
La teneur en 3 composés qui sont les polyphenols, les flavonoides et les tannins condensés
dans notre extrait est représentés en moyenne plus au moins écarte type dans le tableau ci-

dessous :

Tableau 1V : Résultats de dosage des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et des tannins
condensés de I’extrait éthanolique des fruits de Crateegus laciniata.

Polyphénols Flavonoides Tanins condensés
Dosage mg EqAG/g d’extrait mg EqQ /g d’extrait mg EqAT/g
Extrait d’extrait
Extrait éthanolique 449,66+6,30 155,69+1,27 170,73+0,06
fruit (EEF)

EQAG : Equivalent acide gallique ; EQQ : Equivalent quercetine ; EGQAT : Equivalent acide tannique.

E
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D’aprés le tableau 111, ’EEF de C. laciniata est riche en polyphénols (449,66 + 6,30
mg EqAG/g d’extrait). Toutefois, les résultats de la teneur en composes phénoliques
n’indiquent pas les valeurs exactes, puisque malgré sa grande sensibilité, la méthode de Folin-
Ciocalteu peut présenter des problémes d’interférence. En effet le réactif Folin-Ciocalteu peut
réagir avec les acides aminés (tyrosine, tryptophane), les sucres réducteurs comme le glucose

et le fructose (Boizot et Charpentier, 2006).

Les taux en polyphénols sont suivis par les proanthocyanidines (170,73+0,06 mg Eq
AT/g d’extrait) une valeur supérieur a celle des flavonoides. Ces résultats sont en accord avec
les travaux de Loubna (2018) (313.46+6.89 mg EAT/g extrait une valeur supérieure a celle
obtenue dans notre étude), qui ont montré la richesse des especes du genre Crataegus en
proanthocyanidines. Ceci est logique étant donné que les tannins condensés représentent des

composes majoritaires dans les plantes de genre Crataegus. (Kumar et al., 2012).

Le taux des flavonoides avec 155,69+1,27mg EqQ/g d’extrait. Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Loubna (2018), (qui sont 406.87+7.97 mg EqQAG/g d’extrait
pour les polyphénols dont 22.03+1.4 mg EqQ/g d’extrait pour les flavonoides) de fruit de
Crataegus oxyacantha 1’espéce appartenant a la famille des rosacés. Aussi, on constate que

cette valeur est nettement inferieur a celle obtenue dans notre étude.

Plusieurs facteurs peuvent perturber le dosage des composes phénoliques. Des études
récentes ont montré que les facteurs extrinseques comme la geéographie et le climat, les
facteurs génétiques, mais aussi le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont

une forte influence sur le contenu en polyphénols (Aganga et al., 2001).

111.3. Analyse spectrale

A T’aide de la technique de la spectroscopie de masse couplée a la chromatographie en
phase liquide & haute performance, 30 composés ont été identifiés a partir de D’extrait
éthanolique des fruits de Crataegus laciniata. L’analyse spectrale (figure 12) de ce dernier a
une absorbance de 280nm (détection des pics de bases, moléculaires et des fragments
correspondants) en mode ions positif ([M+H]") et en mode ions négatif ([M-H]"). Leurs temps
de rétention (tr (min)), masse moléculaire (m/z), données MS/MS ou MSN et le composant

correspondant sont présentés dans le tableau V.

-
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Figure 12 : Spectre de masse couplé a la chromatographie en phase liquide (en mode positif [M+H] ).

Tableau V : Identification des 30 composés par référence aux deux modes ions (positif et négatif) et
leurs données MSN.

m/z
. tr . - s
Pic : + MS/MS" [M-H]T MS/MS Identification
(min)  [M+H] IMSN
270 269/135/2 2'3,4,4-
1 0,7 272 110 70 Tetrahydroxychalcone ou
butein (Antal et al., 2010)
331 Non 5-hydroxyhomolycorine
2 1,0 332 31‘;/3160 8/ détecté (fait partie des alcaloides)
(Guillin , 2016)
397 357 Allocolchicine (fait partie
des alcaloides) (Kuo-
3 L7 399 381 Hsiung Lee, 1993)
315 315 Myricetine (Ma, Y.L et
4 2,0 317 297/185 al. 1997)
323/179/ 340 119/133/2 Caffeoyl-O-hexoside
5 2,1 341 137 19 (Ridha Ben Said, 2017)

23
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353 191/173/1
79/192 L
MSN Caffeoquu[nlc a_10|d
6 24 355 337/269/ (Chlorogenic acid) (Egypt
7 26 355 337/192/ 353 191 /173/1 | Trans-Chlorogenic acid
’ 373 79 (Yu Lin, 2015)
353 191/179 Neochlorogenic acid
8 | 31 | 35 163 (Fabiana, 2011)
9 35 579 MSN S7T 289 /407 Proanthocyanidin Al
449/287 (Danijela , 2020)
287 447 447/284 | Cyanidin-3-O-galactoside (
10136 | 449 Jin Hwan Lee et al., 2009)
353 191/172/1 | Chlorogenic acid (Yu Lin,
11 3,7 355 163/135 79 2015)
MSN - 353 191/173/1 Chlorogenic acid
12 3,8 355 289 /163 79 (Catherine et McNamara,
2004)
13 39 441 279/412/ 340 121/227/3 Caffeic acid derivative
' 310 48/310 (Hale Gamze, 2018)
. ST 289/407/1 Procyanidin B3 (FI via et
14 4,0 579 579 :427/ 25 Resende, 2011)
410/289/ '
577 Procyanidin B1
561 :
4531439 MSN : (Junxi et May,
15 4,1 579 1427/409 451/425/4 2021)(Chao-Min Wang,
1291 07 2011)
577 289/407 | Epicatechin-(4-Beta->8)-
409/427/ Catechin ou
16 4,2 579 291/453/ Proanthocyanidin A2 (FI
247 via et Resende, 2011)
431 311/413 | Flavonoid C-glycosides
17 4,3 433 MSN : (isovitexin) (Mullen et al.,
415/327 2010)
123/139/ 289 289/245/1 | (-)-Epicatechin (Mraihi et
18 | 44 | 291 165 09/203 al., 2015)
19 45 476 4763;;59/ 474 314/315 Petunidin 3-glucoside ou
' galactoside (Tuty, 2020)
459/415 474 314 Petunidin 3-glucoside ou
20 4.6 476 galactoside (Tuty, 2020)
21 | 48 |521 503/459/ | 519 519 Petunidin 3-(6"-

N
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353 acetylglucoside) (Junxi et
May, 2021)
563 546 Canthaxanthin (fait partie
des caroténoides) (Hurtmut
22 50 565 547 , 1984; Amy et Lafountain,
2013)
561/492/ | 577 591/453 e
433/411/ Procyanidin dlmer ou
23 51 579 Proanthocyanidin
3797337/ (Elizabeth, 2003)
291/245 ’
MSN : 609 463/301 : .
24 | 52 | 611 |611:465/ Q“erc‘(eégii'ggfg')”os'de
303/633 ’
MSN : 609 MSN : Rutine ou hesperidin
25 | 53 | Bl 1 6197303 609 :301 (Loubna, 2018)
303 463 301 Delphinidin 3-glucoside
26 54 465 MSN : MSN : (Li-Li, 2014)
465/303 463/301
577 559/463/4
561/453/ e
51/425/40 Procyanidin dimer
27 55 579 4271409/ 7 (Elizabeth, 2003)
291
426/288/ | 577 | 737:611/: ey
28 | 5.6 S79 | 363531/ 463/301 Procyanidin dimer
(Elizabeth, 2003)
560
549
503/423/3 Kaempferol-cou_maroyl-
29 5,7 551 303 glucoside (Navindra et
39/285/23
9 Seeram, 2005)
447 Methoxykaempferol-
4&%,%]87 MSN : pentoside ( Pengzhan Liu
30 5,9 449 : 447 etal., 2011)
449/2871/ - :
317 ou cyanidin-3-O-glucoside

(Jin Hwan Lee et al., 2009)

&
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111.3.1. Interprétation spectrale

Dans un premier temps, les composés ont été détectés en mode ions positif. Ce mode
permis de préciser le pic moléculaire qui est généralement le pic plus lourd ou presque le plus
lourd. D’apres 1’analyse de tous les spectres le pic moléculaire est visible dans tous les cas, ce
qui a permis de déterminer facilement la masse moléculaire ou une masse qui est proche. En
mode positif, des espéeces principalement protonées [M+H] * ainsi que des ions déchargés ont
été observes.

Dans un second temps, les composés ont été détectés en mode négatif (Observation
des espéeces déprotonées) [M-H] * afin d’obtenir des informations complémentaires a ceux du
mode positif.

Dans un temps de rétention (tr=0,7 min), le pic 1 dont 1’ion moléculaire a 272m/z
[M+H]* avec un seul ion fragment abondant a 110m/z (MS/MS+) di a la perte de C10H22 et
une molécule HO [M+H-CioH2-H:O]*, été détecté comme étant 2',3,4,4'-
tetrahydroxychalcone ou appelé aussi butein (272,25g/mol) (C15H120s comme formule brute)
qui est un simple dérivé de la chalcone, est présente dans de nombreux genres non
apparentées et dans des plantes médicinales (Antal et al., 2010), mode négatif a 270m/z [M-
H] avec 3 ions fragments a 269 m/z [M-H-H]-, 135m/z [M-H-C7H140-OH]" (MS/MS") et le

dernier fragment qui représente la molécule entiére mais déprotonée (270m/z).

En tr de 1 min (pic 2) le pic moléculaire est a 332m/z [M+H]" avec I’apparition de 3
pics fragments a 314m/z qui est le plus intense (pic de base) di a la perte d’un élément
d’oxygeéne [M+H-O]" puis, 108m/z [M+H-C3H7-Glucose]+ et 136m/z [M+H-CHa-Glucose]*
se suivent, été identifié comme 5-hydroxyhomolycorine (CigH21NOs) avec une masse
moléculaire de 313,4g/mol ( partie des alcaloides) (Guillin, 2016), cette molécule n’a pas été

détecté en mode négatif.

Le pic 3 correspondant au tr 1,7min apres avoir été analyse montre que le pic le plus
lourds est a 399m/z [M+H]" dont un seul pic fragment existant a 381m/z [M+H-Oss]*
(MS/MS™) et par rapport au mode négatif a 397m/z avec un fragment a 357m/z [M-H-2H,0]".
Ces données ont été identifiées étant allocolchicine (399,4g/mol) (C22H2sNOg) (fait partie des
alcaloides) ( Lee, 1993).

Le pic 4 observé a 2 min apparu avec un ion moléculaire a 317m/z en mode positif
contenant des fragments a 297m/z [M+H-H20] * et a 185m/z [M+H-C7H120,]", en mode
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négatif a 315m/z plus D'apparition des fragments a 315m/z représentant la molécule
déprotonee, identifié comme myricétine (C1sH100g) dont le poids est de 318,23g/mol (Ma et
al., 1997).

En temps tr 2,1min (pic 5) dont on a observé le pic parent en [M+H]* & 341m/z avec
des fragments a 137m/z [M+H-CyH150-3H,0]" (pic de base), a 323m/z [M+H-O]" et a
179m/z da au clivage de la fraction hexoside (162 Da). En mode négatif des signaux
abondants de [M-H]- ont été détectés a 339m/z contenant fragments a 119m/z [M-H-2H,0-
Glucose], 133m/z et a 219m/z [M-H-CgH-02]". Ces données démontrent que le composé est
Caffeoyl-O-hexoside (1-O-Caffeoylglucose) avec une masse de 342,30g/mol (CisH18O9) (
Ben Said., 2017).

Les pics 6, 7, 8, 11 et 12 observes a 2,4min, 2,6min, 3,1min, 3,7min, et 3,8min,
respectivement en mode positif, ont données le méme pic moléculaire qui est a 355m/z et des
fragments similaires a de 163 et 337 m/z qui correspondaient a [caffeoyl]” et [M+H-H0]"
(Sakushima et al., 1985), pour les pics 6 et 7 identifices comme Caffeoylquinic acid
(Chlorogenic acid avec un PM de 354,31g/mol) (C16H1809) (Egypt et Chem, 2021) et Trans-
Chlorogenic acid (Yu Lin, 2015) par ordre. Un seul fragment abondant aussi dans les autres
pics 8, 11 et 12 a 163m/z identifiées comme neochlorogenic acid (Antognoni, 2011), Trans-
Chlorogenic acid (Yu Lin, 2015) et Chlorogenic acid (McNamara, 2004) respectivement. Par
rapport au mode [M-H] tous les pics (6, 7, 8, 11, 12) sont détectés a 353m/z avec 3 ions
fragments a 191m/z étant acide quinique, a 173m/z étant acide quinique avec perte d’une

molécule H>O et a 179m/z comme acid caféique.

En temps tr de 3,5min, 4min, 4,Amin, 4,2min, 5,Amin, 5,5min et enfin 5,6min
correspondants aux pics 9, 14, 15, 16, 23, 27 et 28 ont un ion moléculaire a 579m/z qui donne
des fragments similaires d'alder rétro-diels 409 et 427m/z et un fragment de monomere 291
m/z di au clivage interflavanique de la liaison. Méme si on a les paramétres en mode négatif
mais ceux du positif suffiront de détecter les composés comme des dimeéres procyanidines
avec un poids moléculaire de 576,5g/mol (CsoH24012). Cette approche consistant a comparer
les spectres MSN et & distinguer le type (A ou B) et I’isomere (1, 2, 3...7) (Fraser et al.,
2012). Par exemple en tr de 3,5min (pic 9) a partir des ions fragments 1'un a 289m/z et I’autre
a 407m/z, le composé a été confirmé comme étant proanthocyanidine type A isomere 1
(Danijela, 2020), en tr4,0min avec deux fragments confirmatifs a 453m/z et a 561m/z que le

composé est belle et bien le procyanidine type B isomére 1 (Junxi et May 2021).
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Le pic 10 observé en tr 3,6min identifié comme cyanidin-3-O-galactoside avec une
masse moléculaire de 449,4g/mol (C21H2:1011%) (Lee et al., 2009), et cela en ce référant au
mode positif dont le pic parent est & 449m/z avec un seul fragment a 287m/z qui correspond
au cyanidine aglycone (Senna, 2010), et au mode négatif dont le pic le plus intense est a
447m/z et un ion fragment a 284m/z [M-H-CgH180-OH, qui est le cyanidine aglycone [M-
H] .

Le pic 13 en tr de 3,9min, le pic le plus lourd a été déterminé a 441 m/z [M+H]"
contenant des ions fragments & 279 m/z, 4 412 m/z et 8 310 m/z. Il'y a peu d’informations sur
ces données mais en se référant au mode négatif [M-H]™ a 439m/s avec des ions fragments a
121, 227, 348 et 310m/z. Ce composé n'a pas été identifié exactement, mais il a été identifié

comme un dérivé de l'acide cafeique.

En temps de rétention a 4,3min (pic 17), le pic moléculaire a été détecté a 433m/z avec
deux fragments, I'un a 415m/z di a la perte d’atome d’oxygeéne et ’autre a 327m/z [M+H-
106] et cela en mode positif. En mode négatif le pic parent a été détecté a 431m/z [M-H]-
avec deux ions fragments abondants a 311m/z [M-H-120] et a 413m/z [M-H-O]. Ce
composeé est donc le Flavonoid C-glycosides (isovitexin) avec un PM de 432,4g/mol (Mullen
et al., 2010).

Le pic 18 (4,4min) dont le pic moléculaire été a 291m/z [M+H]" et des fragments, le
plus intense a 123m/z par le clivage entre C2-Cs et O-C; de ’anneau de pyrane puis, 139m/z
qui résulte de la séparation d’alder retro-diels du composé et le dernier a 165m/z qui résulte
du clivage entre C4-Cs et O-C, de ’anneau de pyrane. En mode négatif le pic parent a été
détecté a 289m/z avec 3 fragments (245m/z, 109m/z, 203m/z). Donc le composé est surement
(-)-Epicatechin avec un PM de 290,27g/mol (Mraihi et al., 2015).

En temps tr 4,5min et 5,6 (pic 19 et 20, en ordre), I’ion moléculaire a été détecté a
476m/z en mode positif, similaires dans le premier fragment a 459m/z [M+H-O]" et ce
différent dans le deuxiéme dont le pic 19, I’ion fragment est a 371m/z et le pic 20 a 415m/z.
Ces parameétres correspondent au petunidin 3-glucoside ou galactoside (PM = 479,4g/mol)
(Tuty, 2020). En mode négatif 1’ion moléculaire a été apparu a 475m/z pour les deux pics
avec les mémes ions fragments a 314m/z [M-H-C1oH23"]" et 315m/z [M-H-CyH1s0]-.

Le pic 21 en tr de 4,8min 1’ion moléculaire apparu a 521m/z [M+H]* dont 3 fragments
a 503m/z [M+H-0]*, 459m/z [M+H-C;H20-]" et a 353m/z [M+H-CioH22-H20]*, en mode
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negatif le pic le plus intense & 519m/z avec un fragment détecté qui fait référence a la
molécule entiere. Ce composé été détecté comme petunidin 3-(6"-acetylglucoside) (PM =
521,4g/mol et FB : C24H25013%) (May, 2021).

Le pic 22 observé a tr égale a 5min identifié entant que canthaxanthin (PM =
564,8g/mol et FB :C4oHs202) (fait partie des caroténoides) (Hurtmut, 1984; Lafountain, 2013)
d’apres les données du mode positif dont le pic moléculaire a été détecté a 565m/z avec un
seul ion fragment a 547m/z [M+H-O]* et du mode négatif a 564m/z avec un fragment a
546m/z [M-H-18]".

Les pics 24, 25 observé, respectivement a 5,2min et 53min ont le méme pic
moléculaire qui a été détecté a 611m/z [M+H]", un fragment identique a 303m/z et un autre
fragment de plus pour le pic 24 a 465m/z (le pic de base) ce qui aide a I’identifié entant que
quercetin 3-O-rutinoside (PM = 610,5g/mol et FB : C27H30016) (Félix , 2019) et le pic 25 étant
rutine (loubna, 2018). De meme pour le mode negatif, le pic parent pour les deux a 609m/z,
un fragment similaire & 301m/z et un fragment confirmatif & 463m/z pour le pic 24.

Le pic 26 observé a 5,4min, le pic parent a 465m/z deux fragment a 465m/z [M+H]*
qui présente la molécule entiére, et a 303m/z z [M+H-C10H22-H20] *. En mode négatif aussi le
pic le plus intense a 463m/z et des fragments a 463m/z qui présente la molécule et a 301m/z z
[M-H-C10H22-H20]". Cette molécule été identifiée comme Delphinidin 3-glucoside avec un
PM de 465,4g/mol et un formule brute C21H21012" (Li-Li, 2014).

Le pic 29 observé a 5,7min (tr), il n y a pas beaucoup d’informations mais 2 molécules
ont été détectées par rapport aux deux modes positif et négatif. Le pic le plus intense été
détecté a 551m/z avec un seul fragment a 303m/z et cela en mode positif et ces parametres

sont identifiés comme Delphinidin 3-(6"-malonylglucoside).

En mode négatif le pic parent été détecté a 549m/z avec des ions fragments a 503,
423, 339, 285 et a 236m/z. Le composé été identifié comme étant Kaempferol-coumaroyl-

glucoside avec un poids moléculaire de 594g/mol (C3oH26013) ( Seeram, 2005).

Le dernier pic (pic 30) en temps de rétention a 5,9min dont le pic moléculaire été
détecté a 449m/z avec des fragments a 449m/z [M+H]" qui présente la molécule entiére, a
287m/z [M+H-C1oH22-H20]" et a 317m/z en mode négatif le pic le plus intense a 447m/z avec

un fragment qui présente la molécule en mode [M-H].Ce composé été identifié étant
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methoxykaempferol-pentoside (C20H18O12 et PM = 450,3g/mol) (Liu et al., 2011) ou
cyanidin-3-O-glucoside (C21H21011) dont le PM est de 449,4g/mol (Lee et al., 2009).

Sur la base de I’identification des 30 composés, une vérification de la source de ces
derniers a été effectuée. On peut résumer que la majorité des composés font parties des
polyphénols dont on a les proanthocyanidines (les plus répondus), puis les anthocyanines, les
acides phénoliqgues comme I’acide chlorogénique qui est d’apres I’identification le plus
abondant des acides, puis I’acide caféique, I’acide coumarique,...et en dernier lieu les
flavonoides. On a remarqué aussi qu’il y a des polyphénols qui sont associés a des sucres
simples malgré leurs éliminations dans la mise en préparation de I’extrait. Par cela on a
considéré les sucres comme les composés les plus abondants dans le fruit de Crataegus
laciniata. la minorité des molécules identifiées font partie des alcaloides et caroténoides qui
font partie des métabolites secondaire. Ces résultats obtenus sont confirmé par le profil du
spectre UV-Visible (Annexe 4) qui montre I’absorption des composés a des longueurs

d’ondes spécifique aux composés phénoliques.

I11.4. Activité antiradicalaire DPPH

Les resultats obtenus (figurel3), révélent que, 1’extrait du Crataegus laciniata posséde
une bonne activité antiradicalaire avec un taux d’inhibition de 91,13+0,006 % en comparant
avec les différentes molécules pures utilisées dans ce test. La rutine a exhibé le plus grand
effet antioxydant (98,89+0,005%) suivi de l’acide caféique (98,21+0,001%), de I’acide
tannique (95,05+0,013%), de la quercétine (95,02+0,007%), de [I’acide gallique
(94,22+0,013%), de la catéchine (93,94+0,010%) et en dernier de la myrécitine
(90,64+0,027%) a une concentration de 100 pug/ml. L’analyse statistique a montré une

différence significative (p<0,05).

.
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Figure 13 : Pourcentage d’inhibition de radical DPPH de I’EEF de Crataegus laciniata (1) et des
autres standards a une concentration de 100ug/ml qui sont; 2: la Acide caféique, 3 :
Rutine, 4: Catéchine, 5: Quercétine, 6: Acide tannique, 7 : Acide gallique, 8:
Myrécitine.

L’activité anti-radicalaire de 1’extrait éthanolique et des composés purs a egalement
été testée a différentes concentrations (Figure 15) afin de calculer leurs concentrations
minimales inhibitrices a 50% du radical DPPHe (ICsp).

L’ICsola plus faible présente I’activité la plus forte, la molécule est capable de piéger
les radicaux, en particulier les radicaux peroxydé qui sont les propagateurs d'auto-oxydation
des molécules lipidiques et rompre ainsi la réaction en chaine des radicaux libres. Ces ICso
sont déterminées graphiquement (Figure 14).

L’ICso de I’extrait éthanolique du fruit de C. laciniata est de I’ordre de (13,17+0,01
ug/ml), comparé statistiquement avec des standards, 5,25 +£0,01 pg/ml pour I’acide caféique ,
5,51 +0,02 pug/ml pour la rutine, 5, 60 +0,03 ug/ml pour la quercétine , 5,84 +0,02 pug/ml pour
la catéchine, 6, 60 +0,03 pg/ml pour I’acide gallique , 11,40 £0,02 pg/ml pour I’acide
tannique et 74,53 £0,02 pg/ml pour la myrécitine. La différence est significative (p<0,05).
D’apres ces resultats, PEEF de C. laciniata révele une importante activité radicalaire en

comparaison surtout avec la myrécitine et I’acide tannique.

La forte activité de I’EEF peut étre attribuée a sa richesse en composes phénoliques,

flavonoides et tannins condensés.

c
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En effet, il a été rapporté par Chung et ses collaborateurs (2006), que l’activité
antiradicalaire DPPH par les extraits de plantes médicinales, peut étre attribuée a la présence
de groupement hydroxyle, a la disponibilité de I’hydrogeéne phénolique et a la possibilité de la

stabilisation du radical formé résultant d’un donneur d’hydrogene.

-8~ Extrait éthanolique
-+ Acide Caféique

-¥ Rutine

-~ Catechine

-0~ Quercétine

-8- Acide Tannique
-&- Acide Gallique

¥ Myricétine
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% d'inhibition du radical DPPH
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Figure 14 : Effet de différentes concentrations de 1’extrait éthanolique des fruits de C. laciniata et des
autres standards sur le radical DPPH (concentration 10, 25, 50,75 et 100pug/ml).

Une autre étude menée par Kang et al., 2003), a suggéré que les molécules polaires
présentes dans les extraits végétaux contribuent a ’augmentation de I’activité antiradicalaire
cela confirme I’augmentation de pourcentage d’inhibition avec I’augmentation de la

concentration d’extraits.
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Conclusion

Conclusion et perspectives

Le présent travail a été porté sur I’étude de I’extrait organique (extrait éthanolique) de
la partie fruit de Crataegus laciniata (aubépine), de caractériser la composition chimique en
utilisant des méthodes colorimétriques et la méthode de la spectroscopie de masse .En

paralleéle une évaluation de I’activité antioxydante a été réalisée.

L’évaluation du contenu des polyphénols a confirmé la richesse de I’EEF en
proanthocyanidines. Quant aux flavonoides, les résultats obtenus indiquent des taux inférieurs
a ceux obtenus dans les tannins condensés. Ces résultats sont confirmés par 1’analyse
spectrale qui a montré la caractérisation de 30 composés dont la majorité est de classe

proanthocyanidines, cette analyse est appuyée par le spectre UV visible.

L’¢tude de l’activité antioxydante a montré un bon pouvoir antiradicalaire dont le
pourcentage d’inhibition qui dépasse les 90% ce qui est confirmé par la valeur d’CI50
(13,17pg/ml) en comparaison avec des standards connus pour leurs haute activité

antioxydante.

Au terme de la présente étude, la plante constitue une bonne source d’antioxydants
naturels grace a sa richesse en composés phénoliques, ce qui peut expliquer les explorations
de cette plante en phytothérapie dans le traitement de nombreuses affectations liées au stress

oxydant.
En perspectives,

e Réaliser des etudes complémentaires dans le but d’identifier des composés
phénoliques en général des phénols et tannins en particulier.

e Déterminer de nouvelles molécules bioactives ayant le potentiel de répondre
aux problématiques relatives a la santé humaine et pourquoi pas des
substituants aux médicaments synthétiques.

e Elargir le champ d’études et de recherches afin de mettre la piste sur d’autres

activités biologiques autre que celle antioxydante.
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1. Matériels

YV V.V V V V V V VY V V VY V V VYV V V V VY VYV V V VY VYV V V VY V VYV

Agitateur ;

Bain marie ;

Balance analytique ;
Balance de précision ;
Ballons ;

Barre d’agitation magnétique ;
Bavette ;

Béchers ;

Centrifugeuse ;
Chromatographie en phase liquide a haute performance ;
Cristallisoir ;

Cuve en plastique ;

Cuve en quartz ;

Epand of ;

Eprouvette ;

Erlenmeyer ;

Etuve (MEMMERT) ;
Flacons ;

Gants chirurgicaux ;

Les fioles ;

Micropipette 10-1000ul ;
Microplaques ;

Papier absorbant ;

Papier aluminium ;

Para film ;

pH métre HANNA ;
Pissette ;

Rotavapeur ;

Spatule ;

Spectrophotometre (spictro scan 50 UV-VIS spectrophotometre ;

Vortex (VELP scientifica).



Annexes

2. Produits

Ethanol ;

Méthanol ;
Chloroforme ;

L’cau distillée ;
Réactif de Folin-Ciocalteu;
Carbonate de sodium ;
Chlorure d’aluminium;
Tampon phosphate ;
Acide trichloracétique ;
Acide sulfurique ;
Vanilline ;

Eau oxygénée ;

YV V.V VYV V V V V V V V VYV V

Acétate de sodium.
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3. Les courbes d’étalonnage
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Figure 1 : Courbe d'étalonnage avec 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux (Chaher et al.,
2021).
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Figure 2 : Courbe d'étalonnage avec la quercetine pour le dosage des flavonoides (Chaher et al.,
2021).
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Figure 3 : Courbe d'étalonnage avec 1’acide tannique pour le dosage des tanins condensés (Chaher et
al., 2021).
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4. Le spectre UV-visible
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Figure 4 : Spectre UV-visible



5. Exemples de pics représentants les composes identifier
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Figure 5 : Pics 3, 4 et 5 représentants des composes 3, 4 et 5 montrés dans le tableau IV
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Glossaire

Aménorrhée : Absence de menstruation

Angine de poitrine : C’est la manifestation d'un déséquilibre entre les apports et les
besoins du cceur en oxygéne. Ce déséquilibre survient souvent a l'effort, lorsque les
artéres coronaires qui alimentent le cceur sont atteintes d'athérosclérose et que leur

diametre diminue

Anti- &ge : Destiné a lutter contre le vieillissement de la peau.

Anti-Athérosclérose : La plante peut maintenir la pression artérielle et le cholestérol
a un niveau optimal. Il peut ainsi contribuer a prévenir I'athérosclérose (durcissement

et épaississement des parois des arteres causées par des dépots de lipides).

Anticoagulant : Empécher la formation de caillots sanguins.

Anti-Hypoxique : Absence d'oxygene dans le milieu peut étre compensée par l'apport
d'oxygéne depuis les parties de laplante. C’est a dire contre la diminution de

I’oxygene dans les cellules de I’organisme.

Antispasmodique : Fait baisser la tension et soulage les spasmes musculaires.

Antiulcéreuse : Réduction de I'ulcére et la protection de la muqueuse gastrique des
différentes lésions induites par plusieurs facteurs d’agression, tels que 1’acide-éthanol,

le stress et I'indométacine via plusieurs mécanismes.

Anti-VIH : La plante posséde des composés chimiques qui ont la capacité d’inhiber
une enzyme nécessaire au VIH pour incorporer son code génétique dans I'ADN-

transcriptase inverse (RT) d'une cellule.

Astringent : C’est une substance qui provoque la contraction des tissus et des

vaisseaux sanguins et qui stimule la coagulation du sang.



Glossaire

Cardiovasculaire : Maladie qui constituent un ensemble de troubles affectant le cceur
et les vaisseaux sanguins, qui comprend: les cardiopathies coronariennes (touchant les
vaisseaux sanguins qui alimentent le muscle cardiaque) les maladies cérébro-

vasculaires (touchant les vaisseaux sanguins qui alimentent le cerveau).

Chromatographie en phase liquide a haute performance (CLHP) : Technique de
séparation analytique et/ou préparatrice de molécules présentes dans un mélange. Cela
permet d'adapter les méthodes chromatographiques usuelles (voir Colonne) sur un

montage haute pression.

Distension épigastrique : Une distension de la paroi abdominale n'est que le
symptdme d'une pathologie sous-jacente (simple aérophagie ou aérocolie, occlusion
ou sub-occlusion intestinale, ascite : présence de liquide dans I'abdomen qu'elle qu'en

soit son origine, ...).

Diurétique : Diminuer la pression dans les arteres.

Floraison : Processus biologique de développement des fleurs. Elle est contrdlée par

I'environnement et les phytohormones.

Feuilles caduques : Renouvellement des feuilles chaque année.

Hyperlipidémie : Une dyslipidémie se définit par une élévation du cholestérol
plasmatique, des triglycérides (TG) ou par un taux de cholestérol HDL bas, anomalies
contribuant a l'apparition de I'athérosclérose. Les causes sont primitives (génétiques)

ou secondaires.

Hypertension : Elévation pathologique de la tension artérielle qui augmente
significativement les risques d'infarctus du myocarde, d'accident vasculaire cérébral et

d'insuffisance rénale, notamment.
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Insuffisance cardiaque congestive chronique : C’est une maladie dans laquelle le
cceur perd sa capacité a pomper efficacement le sang dans tout le corps. La maladie
affecte d’autres organes du corps, entrainant des difficultés respiratoires, une réduction
de la fonction rénale et une accumulation de liquide dans les tissus corporels (edema)

en raison d’une mauvaise circulation.

Lignification : dans la vigne ce processus est appelé aoltement. Clest la

transformation anatomique des rameaux a la fin de I'été (ao(t)

Neurodégéneérative : Une maladie correspond a une pathologie progressive qui
affecte le cerveau ou plus globalement le systéme nerveux, entrainant la mort des
cellules nerveuses. Les plus célebres et les plus frequentes sont la maladie d'Alzheimer

et la maladie de Parkinson mais il en existe d'autres.

Organogenese : C'est la formation d'un organe a partir d'un méristeme.

Thrombose : La thrombose correspond a la présence anormale d'un thrombus (caillot
de sang) qui entraine une occlusion partielle ou totale soit d'une veine (thrombose

veineuse ou "phlébite™), soit d'une artere (infarctus, AVC).

Oxydant : Un corps simple, un ion ou un composé qui recoit au moins un électron

d’une autre espéce chimique lors d’une réaction d’oxydoréduction.

Phénols : Ce sont des composés chimiques aromatiques portant une fonction
hydroxyle -OH. Les dérivés portant plusieurs fonctions hydroxyle sont appelés des

polyphénols.

Polyphénols : Constituent une famille de molécules organiques largement présente
dans le regne végétal. Ils sont caractérisés, comme ’indique le nom, par la présence

d'au moins deux groupes phénoliques


https://sante.journaldesfemmes.fr/fiches-maladies/2469078-phlebite-thrombose-veineuse-causes-symptomes-traitements-profonde-superficielle-jambe-caillot/
https://sante.journaldesfemmes.fr/fiches-maladies/2469078-phlebite-thrombose-veineuse-causes-symptomes-traitements-profonde-superficielle-jambe-caillot/

Résumé :

Un extrait éthanolique a été obtenu a partir du fruit de la plante de Crataegus laciniata
suivant une méthode d’extraction sélective afin de caractériser et d’identifier les différents
composés actifs de la plante et d’étudier son pouvoir antioxydant. Les résultats du dosage des
polyphenols, tannins condensés et flavonoides de I’extrait éthanolique de Crataegus laciniata
a montré la richesse cet extrait en cette classe de composés avec les valeurs 469,66+6,30 mg
EqAG/g d’extrait, 170,73+0,06 mg EqAT/g d’extrait, 155,69+1,27 mg EqQ/g d’extrait,
respectivement. L’analyse des spectres obtenus a partir de la spectrometriec de masse a
confirmé la richesse de cet extrait en composés de type flavonoides, tannins condensés et
acides phénoliques. Cette analyse nous a permis aussi de caracterise 30 molécules de 1’extrait
préalablement préparé a partir d’une chromatographie séparative en utilisant une résine de
type XAD16 amberlite. Concernant I’évaluation de I’activité antioxydante, les résultats
obtenus ont montré un bon pouvoir anti-DPPH qui dépasse les 90% et une valeur d’ICsq =
13,17 pg/ml en comparaison avec les différents standards utilisés (p<0,05).

Abstract:

An ethanolic extract was obtained from the fruit of the Crataegus laciniata plant
using a selective extraction method in order to characterize and identify the different active
compounds of the plant and to study its antioxidant power. The results of the assay of the
polyphenols, condensed tannins and flavonoids of the ethanolic extract of Crataegus laciniata
showed the richness of this extract in this class of compounds with the values 469.66 + 6.30
mg EgAG / g of extract, 170, 73 + 0.06 mg EQAT / g extract, 155.69 + 1.27 mg EqQ / ¢
extract, respectively. Analysis of the spectra obtained from mass spectrometry confirmed the
richness of this extract in compounds such as flavonoids, condensed tannins and phenolic
acids. This analysis also allowed us to characterize 30 molecules of the extract previously
prepared from separation chromatography using an XAD16 amberlite resin. Concerning the
evaluation of the antioxidant activity, the results obtained showed a good anti-DPPH power
which exceeds 90% and an IC50 value = 13.17 pg / ml in comparison with the different
standards used (p<0,05).
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