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Introduction

Les derniéres décennies sont marquées par 1’intérét particulier porté a la mise en valeur
des plantes a intérét thérapeutigue comme sources de substances bioactives naturelles

produites sous forme de métabolites secondaires (El-Haci et al.,2012).

Des recherches ont montré que les métabolites issus des plantes représentent une source
importante d’antioxydants naturels tels que les polyphénols, avec des effets potentiellement

bénéfiques pour la santé humaine (Thaipong et al.,2006).

L'aubépine est l'une des plantes médicinales qui ont été utilisées comme meédecine
naturelle depuis de nombreux siécles comme remede pour diverses pathologies tel que la

grippe, les hémorroides, I’asthme, Etc... (Rocchetti et al.,2019 ; Caliskan,2015).

Différents constituants chimiques ont été identifiés dans la feuille d'aubépine,
notamment des flavonoides, des triterpénoids, des stéroides, des lignanes, des acides
organiques et des composes azotes, dont les flavonoides sont la classe la plus abondante
(Chunmei et al.,2019).

De nombreuse études realisées sur l'aubépine notamment sur 1’activité antioxydante
pour évaluer la richesse de cette plante en composés phénoliques (Bahorun et al.,1994 ; Wen
et al.,2015).

Ceci nous a incités a étudier la capacité antioxydant de I'espece Crataegus laciniata afin
d'enrichir les connaissances de ses activités biologiques, dans le cadre des travaux du

Laboratoire de Biochimie Appliquée de I'Université de Béjaia.

L'objectif fondamental de ce travail est d'évaluer I'activité antioxydant des polyphénols
des extraits de feuilles et fruits de cette plante, en utilisant deux méthodes d'extraction
conventionnelle, et des techniques telles que la SAA, IRTR, CLPH pour connaitre le profil

des extraits des deux parties de la plante.

-
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1. Géneéralité sur crataegus laciniata

1.1. Description botanique de crataegus laciniata
La plante crataegus laciniata (aubépine) appartenant a la famille des Rosacées c¢’est un
arbuste buissonnant, épineux. Ses feuilles sont sous forme caduque de couleur vert, possedent
5 a 9 lobes insérées isolément sur un axe a différents niveaux, ses fleurs sont de couleur
blanche et sont porté généralement sur un seul plan par des pédoncules de longueurs inégales,
le fruit est charnu et de couleur rougeétre (Bachiri et al.,2015 ; Ngoc et al.,2019). La figure 1

représente une photographie de la plante.

Figure 1 : photographie de la plante crataegus laciniata (Bachiri et al.,2015).

1.2. Distribution géographique

Cette espece de crataegus se trouve principalement dans des zones tempérées, y compris
des pays comme 1’ Afrique du Nord, I’Asie de 1’Ouest, I’Inde, la Chine et I’ Amérique du Nord
(Kumar et al., 2012).

Crataegus laciniata se rencontre dans les foréts rocailleuses au-dessus de 1 300 m
d'altitude, dans les pelouses, des montagnes calcaires, siliceuses et dans les sols riches en
éléments fins (Emberger.,1938).

1.3. Etymologie et origine

Le genre crataegus comprend plusieurs especes, L’aubépine est le nom commun de
toutes les especes végétales de ce dernier. Le nom botanique crataegus est dérivé de mots
grecs : karatos qui signifie la « dureté » ou « force » du bois (Kumar et al., 2012).
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1.4. Classification botanique
La classification de la plante crataegus laciniata Selon Bellakhdar, (1997), est
donnée comme suite :
» Reégne : Planta (Plantes)
Sous-regne : Tracheobionta (plantesvasculaires)
Embranchement : Spermatophyta (spermaphytes)
Sous embranchement : Angiospermae (angiospermes)
Classe : Magnoliophytes(dicotylédones)
Famille : Rosaceae

Genre : Crataegus

YV V.V V V V V

Espéce : Crataegus laciniata.

1.5. Dénomination vernaculaire

Plusieurs noms vernaculaires de crataegus laciniata selon (bellakhdar,1997 ; Bachiri
et al.,2015).

Tableau | : dénominations vernaculaires.

Langues Noms vernaculaires
Francais Aubépine lacinié, bois de mai, épine de mai, poire d’oiseau, cenelle,

Valériane du coeur

Anglais Hawthorn

Arab Tabgha

Kabyle Admam

Latin Crataegus laciniata

1.6. Utilisation traditionnelle de la plante
En plus d’étre un usage alimentaire, crataegus est également plantes médicinales
populaire utilisée pour diverses fins thérapeutiques pendant de nombreux siécles. En
médecine populaire arabe, une décoction de feuilles et de fruits non mirs de Crataegus est
utilisée pour traiter les maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabéte et la faiblesse sexuelle
(Rocchetti et al.,2019).

vl
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Les fruits et feuilles d’aubépine ont une valeur médicale avec des effets thérapeutiques
favorables (Qin et al.,2019).

Les fruits de quelques espéces de crataegus étaient employés dans 1’alimentation
humaine malgré sa faible saveur et le manque de suc. Ces fruits étaient récoltés et consommes
crus, surtout en année de disette, En médecine chinoise traditionnelle, le fruit est isolé pour
ses propriétés stimulantes de la digestion, et de la fonction gastrique et I’amélioration de la
circulation sanguine (Mohand.,2006 ; Ngoc et al.,2019).

En Turquie, la feuille, la fleur, le germe et la racine de I'espece Crataegus ont été utilisés
en medecine traditionnelle pour traiter diverses maladies telles que la toux, la grippe, I'asthme,
les maux d'estomac, les douleurs rhumatismales, la néphrite, les hémorroides, etc...
(Caliskan.,2015).

2. Radicaux libres et stress oxydant

2.1. Les radicaux libres

Un radical libre est une molécule, ou simple atome, capable d’avoir une existence
indépendante en contenant un ou plusieurs électrons non appariés, Cela lui confere une grande
réactivité (Goudable, 1997).

Les espéces oxygénées réactives (EOR) sont des intermédiaires chimiques & base
d’oxygene tres réactifs (Shankar, et Mehendale,2014) dont les radicaux libres primaires de
I’oxygéne (radical superoxyde, radical hydroxyle, radical alkoxyle, etc....) mais aussi
Certains dérivés réactives non radicalaires (radicaux secondaires) dont la toxicité est plus
Importante tels que le peroxyde d’hydrogéne et le peroxynitrite(Halliwell et Whitman,
2004).Le tableau Il, résume les divers EOR.

Tableau Il : Espéces réactives de I’oxygene (Kohen et Nyska, 2002).

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires
. Anion superoxyde O2¢ . Peroxyde d’hydrogene H202
. Radical hydroxyle OHe . Peroxyde organique ROOH
. Radical peroxyle ROO- . Acide hypochlorique HOCI
. Radical alkoxyle RO . Oxygene singulet 102
. Monoxyde d’azote NO» . Peroxynitrite ONOO

-
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2.2. Le stress oxydant

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre la production d’espéces réactives de
I’oxygene (ERO) et les capacités de défense antioxydant de 1’organisme (Baudin, 2020).

L’augmentation des EOR peut jouer un role important dans le processus normal de
vieillissement et dans la pathogenése de nombreuses maladies chroniques, notamment le
cancer, l'athérosclérose, les maladies cardiovasculaires, le diabéte, les maladies de Parkinson
et d'Alzheimer, les lésions hépatiques et le dysfonctionnement immunitaire (Shankar et
Mehendale, 2014).

3. Antioxydants
3.1. Définition

Les antioxydants sont des molécules ayant la capacité de neutraliser des radicaux libres
qui sont responsables de nombreuses maladies et sont des composés qui inhibent ou retardent

le processus d’oxydation en bloquant I’initiation ou la propagation des chaines de réactions

oxydatives (Behera et al., 2006).

3.2. Mécanisme d’action des antioxydants
Les substances antioxydantes sont capables en s’oxydant de récupérer 1’électron libre et
de la conduire vers une réaction chaine spécifique. Il s’agit en quelque sorte de substances a
effet tampon : lorsqu’elles sont présentes dans des zones a risque comme les membranes des
cellules, certaines protéines ou I’ADN, elles les protégent en canalisant I’électron dangereux

vers une voie métabolique précise (Leverve,2009).

3.3. Classification des anti-oxydants
L'organisme possede des systémes de défense trés efficaces de deux types :
3.3.1. Les antioxydants enzymatiques
Représentés principalement par trois enzymes ; la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase et la glutathion peroxydase (GPx) (Goudable et Favier.,1997).
» Lasuperoxyde dismutase (SOD)
Accélere la dismutation de 1’anion superoxyde en Peroxyde d’hydrogeéne en diminuant
sa durée de vie (Sorg,2004).
+ Lacatalase
Agit en synergie avec les SOD, son role est de transformer le peroxyde D’hydrogeéne en
simples molécules d’eau et oxygéne moléculaire (Sorg,2004).
» Les glutathion peroxydases (GSHPX)
Les GSHPX réduisent le peroxyde d'hydrogéneH202 et les hydro peroxydes lipidiques.

-
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Pour leur fonctionnement, elles utilisent le glutathion réduit (GSH) comme cofacteur sur
lequel ils transferent I'oxygene, le transformant en glutathion oxyde (GSSG) (Goudable et
Favier.,1997).

3.3.2. Les antioxydants non enzymatiques

Cette classe regroupe des composés endogenes de faible poids moléculaire qui peuvent
étre soit des produits de synthése (glutathion) ou issus du métabolisme cellulaire (acide
urique), capables de réagir directement ou indirectement avec les EOR. Le mécanisme
indirect implique la chélation des métaux de transition ce qui empéche la production du
radical hydroxyle, hautement toxique. Les antioxydants a action directe sont capables de
donner des électrons a 1’oxygene radicalaire afin qu’ils puissent le pieger, I’empéchant ainsi
d’attaquer les structures biologiques. lls peuvent agir comme agents réducteurs capables de
passer leurs électrons aux EOR et les éliminer (Kohen etNyska, 2002).

3.3.3. Métabolites secondaires

Ce sont des substances exogenes apportées par I’alimentation, telles que les vitamines
E(tocophérols), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), p-caroténe, les oligo-éléments
(sélénium, cuivre, zinc, manganese), les caroténoides, les alcaloides, polyphénols (Favier,
2003).

Les polyphénols constituent une famille de composés qui sont omniprésents dans le
regne végétal, Les nombreuses propriétés de ces composés relatives a la santé, largement
décrites dans des études épidémiologiques, sont principalement fondées sur leurs activités
antioxydantes (El-Haci et al.,2012).

e Activité antioxydante

Dans certaines études in vivo, différents extraits d’aubépine des fruits, des feuilles
possedent une activité antioxydante, cette activité est susceptible d'étre liées aux oligoméres
procyanidines (OPC) et les flavonoides (Bahorun et al.,1994).

3.3.3.1. Les composeées phenoliques

Les composés phéenoliques font partie des métabolites secondaires que l'on trouve
principalement dans les especes végétales : les fruits, les légumes, le thé, le vin, le cafe, et
sont responsables des caractéristiques organoleptiques des aliments végétaux. Leur interaction
avec la glycoprotéine salivaire induit I'amertume des fruits et peuvent également contribuer a
la couleur de nombreux fruits et légumes (Alara et al., 2021).

Parmi plusieurs types des composés phénoliques qui existent chez les plantes, les

flavonoides, les tanins et les phénols sont les plus dominants.

g
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A. Principales structures phéenoliques

Comme leur nom I’indique, les polyphénols se caractérisent par la présence d’au moins
Un noyau benzénique portant au moins un groupement hydroxyle comme représenté sur la

figure 2.

Figure 2 : Structure chimique du groupement phénolique (Alara et al., 2021).

B. Principales classes structurelles de composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre divisés en quatre grandes classes (acides
phénoliques, flavonoides, stilbénes et tannins), en fonction du nombre de cycles phénoliques
et des substituants qui leur sont attachés (Gil-Martin et al., 2022), Comme indiqué sur la

figure 3.
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Figure 3 : classe des composées phenoliques (Gil-Martin et al., 2022).
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B.1. Les flavonoides
Les flavonoides sont les principaux polyphénols présents dans I'alimentation humaine et
sont composés d'un noyau de flavane avec 15 atomes de carbone disposés en 3 cycles tels que
C6-C3-C6 étiquetés A, B et C, La bio activité des flavonoides dépend des schémas de
substitution Structurelle dans leurs cycles C6-C3-C6 (Alara et al., 2021 ; Nan et al.,2022).

La structure de base est schématisée dans la figure 4.

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (Orsat et al.,2017).

Il existe six sous-groupes de flavonoides, sont les flavones, les flavanones, les flavanols,
les flavanols, les anthocyanines, et les isoflavones.

Les différences dans la structure de chaque sous-groupe sont en partie attribuées au
modeéle et au degré d'hydroxylation, prénylation, glycosylation ou méthoxylation. Les
flavonoides les plus courants sont la quercétine, la catéchine, la naringénine, le cyanidin
glycoside et la daidzéine (Stoclet et al., 2011). La figure 5 résume la structure des flavonoides

(aglycones) et position des principaux substituants.

" Flavonol
(quercetin, kaempferol)

T2

o \/
Isoflavones s

(daidzein, genistein)

\ (naringenin, hesperitin)

O "(\rm >
& iID/Q Flavan-3 ol

Flavone (Cmechm eprca'rechm)
Anthocyanins (luteolin, apigenin) .
(delphinidin, malvidin) - : A 4

Figure 5 : Structure des flavonoides (aglycones) et position des principaux substituants
(Stoclet et al., 2011).
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B.2. Les tanins

Les tanins sont, aprés les lignines, la source la plus abondante de biomolécules
aromatiques naturelles. Les tanins sont présents dans toutes les plantes vasculaires et certaines
plantes non vasculaires.

Au cours des dernieres décennies, les tanins ont été développés et modifiés
chimiquement pour le développement de nouveaux polymeres biosourcés, grace a leurs
fonctionnalités apportées par des groupements hydroxyles phénoliques et aliphatiques.

Leur role dans les plantes vasculaires est de se défendre contre les attaques de champignons
ou d’insectes (Arbens et Avérous., 2015).

Les tanins sont généralement subdivisés en deux groupes : les tanins hydrolysables et
les tanins condensés (Alara et al.,2021).

e Les tanins hydrolysables
Cette sous-classe résulte des esters du D-glucose, de I’acide gallique ou de ses dérivés

en particulier I’acide ellagique (Arbens et al., 2015), comme représentée sur la figure 6.

Figure 6 : Structure des tanins hydrolysables (1-O-galloyl-4,6-
hexahydroxydiphenoylp- D-glucose (OGBDG) (Arbens et al., 2015).

e Tanins condensés
Appelés aussi pro anthocyanidines, ce sont des polymeres de flavonoides (Lepoldini et al.,

2011), comme représentee sur la figure 7.
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Figure 7 : Structure de tanins condensés (Grayer et al.,1992).

4. Méthodes d’extraction

L'extraction est une opération qui consiste a isoler certains composés de certains
organismes comme les végétaux a l'aide de diverses méthodes (Mahmoudi et al.,2013).

Le choix de la méthode d'extraction est basé sur des données préliminaires sur les
caractéristiques physico-chimiques des métabolites a extraire. 1l existe de nombreuses
méthodes d'extraction (solide-liquide) des composés phytochimiques : conventionnelles et

nouvelles (Luque de Castro et Garcia-Ayuso, 1998).

4.1. Méthodes conventionnelles

Les technologies conventionnelles sont les processus qui sont bien établis dans
I'industrie depuis des décennies et considérés comme sirs et fiables (Nirmal et al.,2021).
Comprennent la macération, la décoction, la percolation, I'extraction thermique continue
(Soxhlet) et le chauffage a reflux (Luque de Castro & Garcia-Ayuso, 1998).

4.1.1. Macération

La macération est aujourd'hui largement utilisée par les phétochimistes, groupes de
recherche, tant dans le secteur public que privé (Gori et al.,2021).

Dans ce processus, la poudre végétale est placée dans un récipient avec le solvant et on
laisse reposer a la température ambiante pendant une période d'au moins 3 jours en agitant
fréquemment jusqu'a ce que la matiére soluble soit dissoute. Le mélange est alors tendu, le
marc (la matiere solide humide) est pressé, et les liquides combinés sont clarifiées par

filtration ou décantation apres repos (Handa.S,2008).
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L’avantage de cette technique est le faible colit d'investissement, et la sélectivité peut
étre réglée par le choix du solvant, Et ’inconvénient de cette derniére est la Destruction
thermique de certains composés (Kumar et Sit.,2022).

4.1.2. Décoction

Dans ce procéde, la poudre végeétale est bouillie dans un volume donné d'eau pour un
temps défini, il est ensuite refroidi et filtré ou tendues. Ce procédé est adapte a I'extraction de
composants hydrosolubles et thermiquement stables (Handa.S,2008) comme représenté sur la
figure 8.

Figure 8 : décoction (Alara et al., 2021).

4.1.3. Extraction a chaud en continu (Soxhlet)

L'extraction Soxhlet est une technique polyvalente et bien établie qui surpasse les autres
techniques d'extraction conventionnelles (Lijunet Curtis.,2006).

Un extracteur Soxhlet est une piéce de verrerie utilisée pour extraire les molécules
aromatiques de la plante. Quand le ballon est chauffé, les vapeurs de solvants passent par le
tube adducteur, se condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de 1’adducteur,
faisant ainsi macérer les résidus dans le solvant. Le solvant condensé s’accumule dans
I’extracteur jusqu’a atteindre le sommet du tube siphon, qui provoque alors le retour du
liquide dans le ballon, accompagné des substances extraites. Le solvant contenu dans le ballon
s’enrichit progressivement en composés soluble. La taille du corps en verre étant limitée, il peut étre
nécessaire de réaliser plusieurs extractions successives pour récupérer une quantité suffisante d’extrait
(Mahmoudi et al.,2013) comme représenté sur la figure 9. Dans le ballon, accompagné des substances
extraites. Le solvant contenu dans le ballon s’enrichit progressivement en composés soluble. La taille
du corps en verre étant limitée, il peut étre nécessaire de réaliser plusieurs extractions successives pour

récupérer Une quantité suffisante d’extrait (Mahmoudi et al.,2013) comme représenté sur la figure 9.

-
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Figure 9 : Appareil expérimental d'extraction Soxhlet (Alara et al.,2021).

Le Tableau I11 représente avantages et inconvénients de la méthode Soxhlet.

Tableau Il1 : avantages et inconvénients de la méthode Soxhlet (Luque de Castro et
Garcia-Ayuso, 1998 ; Lijun et Curtis,2006).

Avantages Inconvénients

*Le déplacement de I'équilibre de transfert | *le temps d'extraction est long.

en mettant de facon répétée du solvant | *I'agitation ne peut pas étre assurée.

frais en contact avec la matrice solide. *I'agitation ne peut pas étre fournie

*Le maintien dune  température | dans le dispositif Soxhlet pour accélérer le
d'extraction relativement élevée grace a la | processus

chaleur du ballon de distillation. *la grande gquantité de solvant utilisée
*L’absence de filtration aprés la lixiviation | nécessite une procédure
*laméthodeSoxhletesttréssimpleetpermette | d'évaporation/concentration.

larépétitionducycled’extraction

Jusqu’a I’épuisement.

4.2. Nouvelles méthodes
Sont des techniques basées sur un concept non thermique, la réduction de la durée du
processus, lI'amélioration de la qualité et du rendement, la stabilité fonctionnelle et la
réduction de I'énergie (Nirmal et al.,2021). Dans cette catégorie des méthodes nouvelles on

peut citer 1’extraction a ultrasons, Extraction assistée par micro-ondes (MAE).
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4.2.1. L’extraction assistée par ultrasons (EAU)

L'extraction assistée par ultrasons est une nouvelle méthode d'extraction qui s'est révélée
capable de réduire les temps d'extraction et daugmenter les rendements (Dassoff et Li.,
2019).

Consiste a utiliser des ultrasons a des fréquences allant de 20 kHz & 2000 kHz,
engendrant de trés hautes températures (augmentation solubilité et diffusivité) et des pressions
(amélioration de la pénétration et du transfert de matiere) entre la matrice végétale et le
solvant (Lijun& Curtis.,2006), La figures 11 représente la conception technologique de
I'extraction assistée par ultrasons (EAU).

Figure 10 : Schéma montrant la conception technologique de I'extraction assistée par
ultrasons (EAU) (Nirmal etal.,2021).

4.2.2. L'extraction assistée parmicro-ondes (MAE)

Les micro-ondes sont utilisées depuis la Seconde Guerre mondiale, suite au
développement de la technologie radar, L'extraction assistée par micro-ondes (MAE) utilise le
rayonnement micro-ondes comme source de chauffage du mélange solvant-échantillon.
(Kaufmann & Christen.,2002 ; Camel.,2001).

Cette technique d’extraction a fait 1'objet d'une attention croissante en tant qu'alternative
potentielle aux extractions solide-liquide (SLE) pour l'extraction de meétabolites secondaires
des plantes (Brachet et al.,2002).

Un effet spécifique des micro-ondes sur le matériel végétal a été constaté. Elles
interagissent sélectivement avec les molécules d'eau libre présentes dans les glandes et les
systéemes vasculaires. Entrainant un chauffage rapide et une augmentation de la tempeérature,
suivis par la Rupture des parois et libération des huiles essentielles dans le solvant

(Camel.,2001) le systéme micro-onde d’extraction (MAE)est schématisée dans la figure 11.
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Figurell : schéma d'un systéme micro-onde extraction (MAE) (Koubaa et al.,2022)
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1. Materiel vegétal

Cette étude a été realisée sur les feuilles et fruit d’une espece de la famille des
rosacées appelée Crataegus laciniata.

Les feuilles et fruits du Crataegus laciniata, préalablement identifiées, ont été

récoltées au mois d’Octobre2021 dans la région de Djurdjura.

Figurel2 : photos des fruits (a)et feuilles (b)de la plante Crataegus laciniata (photos
originales).

2. Méthodes

2.1. Préparation de la matiere végetale
¢ Identification de la plante
La plante a été identifiée au niveau du laboratoire de Botanique de de la faculté des
sciences de la nature et de la vie, de I'université de Bejaia.
e Lavage
Apres ’identification de Crataegus laciniata la plante a été bien nettoyée, puis lavée
avec De I’eau afin de se débarrasser de toutes poussieres.
e Séchage
Les échantillons ont été séchés a 1’étuve a 37° pendant 15 jours afin d’éliminer toute
trace D humidité.
e Broyage
Les produits obtenus par le séchage sont réduits en poudres a I’aide d’un broyeur
électrique.
e Tamisage
Les particules obtenues aprés le broyage, sont tamisées a travers un tamis afin d’obtenir

des poudres fines et homogénes.
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Figure 13. Photo représente les poudres obtenues apres tamisage (photo originale).

2.2. Méthodes d’extractions

On a utilisé deux méthodes d’extraction conventionnelle différents, macération et

Soxhlet pour extraire les polyphénols de crataegus laciniata.
e Macération

Le protocole de macération utilisee est celui élaborée par Chiang et al., (1994).

Les poudres de crataegus laciniata dont la partie feuille (10 g) a été macérée dans
I’éthanol (51%) et la partie fruit (10 g) a été macérée dans 1’éthanol (77%) pendant 24 heures
d’agitation dans deux fioles a 1’abri de la lumiére, a un rapport de 1gramme de poudre pour 20
ml d’éthanol.

Apres les 24 h, deux filtrations ont été réalisées avec du papier filtre Whatman (mouiller
le papier filtre dans un entonnoir avec de I'eau et verser le contenu chaud de La fiole conique
sur le filtre).

Apres avoir récupéré les deux solutions, ces derniers ont subi une élimination totale de
toute trace d’éthanol a I’aide d’un rota vapeur a 40°C puis ont été mis au congélateur a -20°.

A la fin, les extraits ont été mis dans le lyophilisateur afin de subir un séchage et
¢limination de toute trace d’eau contenu dans ces derniers.

e Soxhlet

Dans cette extraction 5g de poudre des feuilles et fruit de crateegus laciniata ont été mis
dans deux cartouches, ces cartouches sont fixés sur deux ballon contenant 100 ml de 1’éthanol
51% pour les feuilles et 77% pour le fruit qui sont surmonté d’un réfrigérant.

La solution collectée dans le ballon s’enrichit de plus en plus en soluté a chaque cycle

d’extraction et la poudre est toujours en contact avec 1’éthanol fraichement distillé.
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L’extraction est terminée lorsque 1’éthanol devient de plus en plus clair ¢’est-a-dire sans
proportion importante de soluté. Le mélange a été filtré et évaporé a 40°C dans un rota
vapeur, puis placé dans un congeélateur a -20°.

A la fin, I'extrait est placé dans le lyophilisateur afin de subir un séchage et élimination

de toute trace d’eau contenu dans ce dernier.

3. Analyse chimique

3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux dans les différents extraits de Crataegus laciniata a éte
effectuée selon la méthode de Folin-Ciocalteu (Kahkonen et Singleton.,1999).

Le principe repose sur le fait que les ions phénolates formés par addition de carbonate
de sodium a la solution d’extrait sont oxydés par le réactif de folin, donnant ainsi a la solution
une couleur bleuatre, dont I’intensité refléte la concentration des phénols totaux dans les
extraits.

Le protocole de dosage des polyphénols est le suivant : 200 pl d’extrait a été mélangé
avec 1ml de solution de Folin-Ciocalteu dilué 1/10 fois, Attendre 2-3 minutes puis Ajouter
800 ul de carbonate de sodium (75 g/l). Aprés 30 minutes d’incubation a 37° d’obscurité,
I’absorbance a été mesurée a 760 nm.

Le taux de phénols totaux a été exprimé en milligramme équivalent d’acide gallique par

gramme d’extrait a partir de la courbe d’étalonnage (Annexe N°1).

3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectué suivant la méthode développée par
(Maksimovic et al.,2004).

Le principe repose sur la capacité des flavonoides a former des complexes chromogenes
avec le chlorure d’aluminium (AICI3) qui donne a la solution une coloration, jaunatre qui
absorbe a 430 nm.

Le mélange réactionnel contient 2 ml de la solution d’extrait et 1 ml du réactif de
chlorure d’aluminium (133 mg de chlorure d'aluminium et 400mg d'acétate de sodium
cristalline dans 100 ml d'eau distillée).

Apres incubation pendant 10 mn, I’absorbance a été¢ mesurée a 430 nm. L’intensité de la
coloration du complexe produit est proportionnelle a la quantité des flavonoides contenus

dans I’extrait végétal.
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Le taux des flavonoides a été exprimé en milligramme équivalent de quercétine par

gramme d’extraits partir du la courbe d’étalonnage (Annexes N°2).

4. Activité antioxydant

4.1. Mesure du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits de crataegus laciniata a été déterminé selon la
méthode décrite par (Oyaizu et al.,1986), avec quelques modifications.

Le principe de cette derniére repose sur la réduction du complexe Fe3+/ ferricyanure de
Potassium en forme ferreuse et ce en présence d’un réducteur dans les extraits celle-Ci est
traduite par le virage de la couleur jaune de ferricyanure de potassium vers une couleur bleue
verte dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur de chaque extrait a différentes
concentrations.

Le mélange réactionnel est le suivant : 1ml d’extrait de la plante a différentes
concentration a été mélangé avec 1 ml de tampon phosphate (0,2M, pH6,6) et 2,5 ml de
ferricyanure de potassium [K3Fe (CN)6] 1%. Le mélange a été incubé dans étuve a 50°C
pendant 20 minutes, apres incubation 1,5 ml d’acide trichloracétique (TCA) 10% puis les
tubes sont centrifugés a 3000 t/mn Pendant 10 minutes. 2 ml du surnageant a été récupére,
puis mélangé avec 2ml d’eau distillé et 0.5 ml d’une solution de FeCl3 a 0.1%. Puis mesurer
I’absorbance a 700 nm.

L’activité antioxydante lié au pouvoir réducteur des extraits est exprimée en pouvoir

réducteur (PR) a I’aide de la formule suivante :
PR=100(Aa-Ab) /Aa

Aa : Absorbance de 1’extrait.

Ab : Absorbance du blanc.

4.2. Test de blanchiment du  caroténe

L’évaluation de ’activité antioxydant par le test de blanchissement du B-caroténe repose
sur la mesure d’inhibition des composés organiques volatils et des hydro peroxydes conjugués
diene résultant de l'oxydation d'acide linoléique (Abdelaziz et al.,2014). La présence des
antioxydants réduise 1’ampleur de la destruction du [ caroténe en neutralisant les hydro
peroxydes et d’autres espéces radicalaires formées a intérieur de ce systeme.

Le test du B-caroténe/acide linoléique a été réalisé suivant la méthode décrite par (Duan
et al.,2006).
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Une solution du B caroténe (4 mg/10ml de chloroforme) est introduite dans un ballon
contenant 40 mg d’acide linoléique et 400 mg de Tween 40, La solution est évaporée sous le
rota vapeur jusqu’a la disparition du chloroforme ; puis un volume de 100 ml d’eau distillée a
été ajouté au mélange précédant, I’émulsion précédente est rigoureusement agitée.

Une plaque de micro titration a 96 puits (polystyrene) a été chargée avec 50 ul de
'échantillon a tester et 200 ul de I’émulsion, aprés une agitation 1’absorbance est mesurée
immédiatement a 450 nm ce qui correspond a t=0min contre le blanc contenant I’émulsion
sans B caroténe et le contréle négatif constitué 200ul de méthanol au lieu de I’extrait, La
plaque a été placée dans I’étuve a 50°C pendant 120 minute.

L’activité antioxydant des extraits est évaluée en termes de blanchiment de B caroténe

en employant la formule suivante :

AA =1 - (Ao— A / (A’0— A%)] *100

Aoet At : sont les absorbances des valeurs mesurées au temps zéro de I'échantillon et du
contréle, respectivement
A’o et A’t : sont les absorbances des valeurs mesurées de I'échantillon et le controle,

respectivement, apres 120 min.

4.3. Test capacité antioxydant total (TCA)

Cette méthode est basée sur le principe d'augmentation de lI'absorbance des mélanges
réactionnels. L'augmentation de [I'absorbance indique une augmentation de I'activité
antioxydante. Dans ce procedé, I'antioxydant forme un complexe coloré avec ferricyanure de
potassium, l'acide acétique et le chlorure ferrique trichloro, I'absorbance du complexe est
mesurée a 700 nm. L'augmentation de I'absorbance de mélange réactionnel indique le pouvoir
réducteur des échantillons (Jaya Prakash et al., 2001).

La capacitée antioxydant totale a été évaluée en utilisant la méthode du phospho-
molybdéne de (Prieto et al.,1999) avec quelques modifications. La solution réactive a été
préparée en mélangeant de l'acide sulfurique 0,6 M, du phosphate de sodium 28 mM et du
molybdate d’ammonium 4 mM avec la méme quantité de chacun. Ensuite, 0,3 ml d'extrait
avec une concentration de 1,0 mg/ml a été mélangé a 3 ml de solution réactive. Le test a été
effectué dans un environnement sombre car il s'agit d'un test sensible a la lumiere.

Le mélange a été agité et incubé dans un bain-marie a 95 °C pendant 90 minutes, Aprés
leur refroidissement a température ambiante, lI'absorbance de chaque mélange a été mesurée a

695 nm. Des blancs ont été réalisés en utilisant 1’éthanol 50% sans extrait.
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Une courbe standard d'acide ascorbique a déférentes concentrations a été tracée, et la
capacité antioxydant totale a été exprimée en milligrammes d'équivalent acide ascorbique (mg

AAE/gramme d'extrait en utilisant I'équation suivante :

C¥%cV=m

C : capacité antioxydant totale (mg AAE/ml).
C: concentration équivalente a I’acide ascorbique (mg AAE/ML).

V : volume de I’extrait (ml).m : poids de I’extrait.

5. Analyse
5.1. La chromatographie liquide a haute performance (CLHP)

e Principe
La chromatographie liquide a haute performance (CLHP) est une technique d’analyse
Chromatographique dont le principe est basé sur la répartition du composé a analyser, entre
Une phase mobile liquide et une phase stationnaire tres finement divisée (Zhou et al., 2010).
e Mode opératoire
Pour la préparation des échantillons 10mg de la poudre a €té dissout dans 1ml de
méthanol, Puis ont été filtré avec un filtre a seringue dans les vials.
Pour les deux phases mobiles deux solvants ont été préparé : solvant A qui est [’acide

formique 0.1% et solvant B le méthanol.
5.2. Spectroscopie infrarouge

e Principe L’infrarouge
C’est une méthode trés 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 a I’aide du nombre d’onde correspondant et la
Détermination de groupe caractéristique par un spectre d’un composé inconnu qui sera

Identifié par comparaison a la bibliothéque des composés connus (Mollicket al., 2015).
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e Mode opératoire
Les extraits solides ont été préparés par la méthode des pastilles de KBr,
Dans un mortier en agate, on mélange 2 mg d’extrait avec 80 mg de dispersif (Kbr),
Broyer trés finement le mélange, puis Mettre le mélange dans une pastilleuse pour exercer une
pression de 8 tonnes pendant 2 min. Les pastilles obtenues sont Placé dans le support pour le

mettre dans le banc optique pour I’analyse IRTF.

Pour les extraits liquides une quantité entre let 2 mg a été déposée sur la plague de KBr

Leurs spectres IR sont traces entre 4000 et 400 cm-1 et enregistrés.

(a) (b) (©)
Figure 14 : photos représentent Un spectromeétre FTIR (b) avec ses deux accessoires (a), (c)

(photos originales).

5.3. La Spectroscopie d’absorption atomique (SAA)
e Principe

La spectrophotométrie d'absorption atomique est une méthode d'analyse quantitative
s'adressant essentiellement aux métaux.

La solution de I'élément a analyser est nébulisée dans une flamme, ce qui provoque
Successivement I'évaporation du solvant, la vaporisation de I'élément sous forme de
Combinaisons chimiques, la dissociation de ces combinaisons avec production d'atomes
Libres a I'état fondamental.

La vapeur est alors exposée a une radiation produite par un élément identique a celui a
Analyser. Proposée par WALSH en 1995.
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e Mode opératoire
Pour la préparation des échantillons : 100 mg de la poudre incinéré a été dissous dans un
10 ml d’eau distillé, puis chauffer la solution jusqu’a ce que le contenu commence a bouillir et
ajouter 1 ml de HNO3et la compléter avec I’eau distillée jusqu'a ce que on obtienne un
volume final de 25 ml.
e Etalonnage
Pour chaque ¢élément a doser, une gamme d’étalons a été préparée a différentes

Concentrations (en fonction du type de métal), & partir d'une solution mere.

Figure 15 : les deux photos représentent 1’appareil spectrométrie d’absorption atomique
(SAA) avec les étalons des métaux préparé (photos originales).

6. Analyse statistique

Tous les résultats expérimentaux ont été exprimés moyenne + écart type pour les tests in
vitro. Les différences entre les groupes ont été déterminées en utilisant le logiciel Graph Pad
en utilisant ’analyse de la variance (ANOVA) suivie par le test Student Newman-Keuls pour

une analyse post hoc. Les différences sont significatives a p<0,001.
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1. Analyse chimique

1.1. Teneur en polyphénols totaux, flavonoides

De nombreuses méthodes analytique ont été proposees pour quantifier les composés
phénoliques et les flavonoides dans les extraits des plantes (Ornelas-lim et al.,2021). La
méthode du dosage des polyphénols totaux suivi est celle de Folin Ciocalteu (Kahkonen et
Singleton.,1999) Ou I’acide gallique a été utilis¢é comme standard, cette méthode est
largement appliquée pour la détermination du contenu phénolique total dans les produits
naturels.

Le dosage des flavonoides a été realise selon la méthode développée par Maksimovié et
al., (2004) ou la quercétine a été utilisé comme standard, les tests ont été répétés 3 fois.

Les résultats sont représentés dans le tableau 1V.

Tableau 1V : dosages des polyphénols, des flavonoides dans les extraits des feuilles et

fruit du crataegus laciniata

Dosages Polyphénols Flavonoides
Extraits Mg EAG/g d’extrait Mg EQ /g extrait
Feuilles macération 230,59 + 4,68 26.66 + 0.48
Feuilles Soxhlet 272,58 + 8,33 29.58 + 0,56
Fruit macération 4438 + 2,72 2.85+0.06

Fruit Soxhlet 47,78 £ 0,8 256 0,11

D’aprés le tableau IV : les résultats du dosage des polyphénols totaux montrent que
I’extrait feuille Soxhlet et le plus riche en polyphénols (272,58 + 8,33mg EAG/g d’extrait)
suivi de I’extrait feuilles macération avec une valeur élevée et voisine de (230,59 + 4,6833 mg
EAG/g d’extrait). Tandis que les extraits fruits macération et Soxhlet sont pauvres en ces
métabolites et se trouve avec des valeurs de (44.38 + 2,72 et 47,78 + 0,8mg EAG/g d’extrait)
respectivement.

Les teneurs en flavonoides totaux (tableau) montrent que 1’extrait feuilles Soxhlet est en
premier lieu avec une teneur de (29.58 £+ 0,56mg EQ/g d’extrait) suivi par 1’extrait feuilles
macération avec une valeur de (26.66 + 0.48mg EQ/g d’extrait), Ensuite viennent les extraits
fruits macération et Soxhlet avec les teneurs suivantes (2.85 + 0.06 et 2.56 + 0,11mg EQ/g

d’extrait) respectivement.
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Ces reésultats montrent que les extraits feuilles de cette plante sont plus riche en
polyphénols et flavonoides par rapport aux extraits fruits, et que La teneur en polyphénols elle
varie Entre les organes d'une méme plante.

Les résultats des teneurs en composés phénoliques obtenus avec la méthode de Soxhlet
sont un peu plus élevés que les teneurs obtenus avec la maceération, alors on constate que le
choix de la méthode d’extraction utilisée influence sur la quantité des polyphénols.

2. Evaluation de Pactivité antioxydant

L'aubépine possede une capacité antioxydant marquée, qui est étroitement liée a ses
activités de réduction des lipides sanguins, de lutte contre le vieillissement et de lutte contre le
cancer. Des études antérieures ont montré que la détermination de l'activité antioxydant
dépend du mécanisme de réaction et que plusieurs tests doivent étre combinés pour évaluer
avec précision les capacités antioxydants des échantillons (Li et al., 2020).

Dans cette étude trois méthodes ont été employées pour fournir une évaluation fiable
des profils d’activités antioxydante des échantillons de Crataegus laciniata, les tests ont été
répétés 3 fois.

2.1. Mesure du pouvoir reducteur

La capacité antioxydante totale des extraits de Crataegus laciniata a été évaluée par la
méthode décrite par (Oyaizu et al.,1986).

Pour cette analyse 1’acide ascorbique a été utilis€é comme standard, et Les résultats sont
significativement différents entre eux a p<0,0.01.

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits possédent la capacité de réduire le
fer (figure 16).

Le meilleure pouvoir réducteur a été obtenus par I’extrait feuille Soxhlet par une valeur
(335.319 UA), suivi de I’extrait feuille macération avec une valeur (183,262 UA), tandis que
les extraits fruit macération et Soxhlet ont un faible pouvoir réducteur avec une valeur de
(46.5248 UA et 50.5674 UA) respectivement. Nos résultats sont proches a ceux obtenus par
Barros et al. 2010, qui Ont constaté que les fruits de Crataegus monogyna présent un fort

pouvoir réducteur.
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Figure 16 : Mesure du pouvoir réducteur des extraits de plante de crataegus laciniata.

L’analyse chimique des extraits de feuille et fruit de crataegus laciniata ont montré une

teneur moyenne en flavonoides, Ce qui explique le bon pouvoir réducteur de cette plante.

2.2. Blanchissement de la B-caroténe couplé a I’auto-oxydation de ’acide
linoléique
Le test du B-carotene/acide linoléique a été réalisé suivant la méthode décrite par (Duan
et al., 2006), Elle se repose sur la mesure d’inhibition des composés organiques Vvolatils et des
hydro peroxydes conjugués diene résultant de I'oxydation d'acide linoléique.
La présence de différents antioxydants peut entraver I'étendue du blanchiment du b-
caroténe en neutralisant les radicaux libres de I'acide linoléique et d'autres radicaux libres

formés dans le systeme.
Les résultats du test de la beta caroténe pour les extraits de feuille et fruit du Crataegus

laciniata sont présentes dans la figure 17.

|
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Figure 17 : mesure de pourcentage d’inhibition de blanchiment de la beta carotene pour les
extraits de feuille et fruit du Crataegus laciniata.

Les résultats de test § -caroténe sont significativement différents entre eux a p <0,0.01.

Les résultats obtenus dans cette étude (figure), ont montré que les extraits de feuille de
crataegus laciniata présentent un pourcentage d’inhibitions plus élevés par rapport aux
extraits fruit de cette plante, on remarque que les résultats obtenus dans cette étude sont peu
inférieurs a ceux obtenus par (Ljubunic et al., 2005), qui ont constaté que I'extrait de
Crataegus aronia était efficace pour inhiber ce processus d'oxydation. Cet écart peut étre
expliqué par la différence de concentration utilisé et par le choix de la méthode d’extraction.
Un extrait qui retarde ou inhibe le blanchissement du B-caroténe peut étre décrit comme un
piégeur de radicaux libres et comme un antioxydant primaire (Liyanna-Pathirana
etal.,2006).

2.3. Capacité Antioxydant Totale (TAC)
La capacité antioxydant totale a été évaluée en utilisant la méthode du phospho-
molybdéne de (Prieto et al., 1999).
Les résultats du test de la capacité antioxydant totale pour les extraits de feuille et fruit

du Crataegus laciniata sont présentés dans la figure 18.
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Figure 18 : Mesure de D’activité antioxydante totale de 1’extrait de feuille et fruit de
Crataegus laciniata.

Les résultats de I’activité antioxydant totale sont significativement différents entre eux a
p=<0,001.

Les résultats montrent que les extraits de feuilles issu des méthodes macération et
Soxhlet présent une capacité antioxydant totale élevé avec une valeur de 22.5418 + 2.1347477
et 50.224113 +7.8617909 respectivement, Tandis que les extraits fruit issu des méthodes
macération et Soxhlet sont pauvre et se trouve avec une valeur de 6.49418 + 0.2051988 et
29.4489362 + 5.3598584 respectivement.

En comparant les deux méthodes d’extraction utilisé en trouve que les résultats obtenus
avec la méthode Soxhlet sont élevé par rapport aux résultats de la macération, ce qui nous
laisse suggeérée que I’activité antioxydante est influencé par I’augmentation de la température
ce qui est en accord avec Li et al. (2020) qui ont montré que la capacité antioxydant totale
diminuait avec l'augmentation de la température de chauffage et que les changements dans la
capacité antioxydante étaient cohérents avec les changements dans les contenus phénoliques
déterminés, ainsi que ces derniers sont les principaux contributeurs a la capacité antioxydant
de l'aubépine.

Ceci explique les bons résultats obtenus par la méthode Soxhlet, qui n’utilise pas de
chaleur et plus pratique et économique que la méthode de macération qui prend beaucoup de
temps, ainsi que la température élevée qui peut influencer sur la stabilité des composés

phénoliques libres dans I'aubépine.
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3. Analyse chromatographique (CLHP)

La Chromatographie a haute performance permet d’identifier la présence de quelques
substances dans chacun des quatre extraits de la plante crataegus laciniata, par comparaison
entre le temps de rétention (TR) des standards et les chromatogrammes des extraits.

Les temps de rétention des pics obtenus pour les standards et ceux des extraits sont
reporteés dans les tableaux V et VI respectivement.

Les profils chromatographiques des extraits HLs, HLm, HFs et HFm sont représentés

dans les Figures 19,20,21et 22 respectivement.

160 - 80q 28 06 22 #4 (manipulated) Ext HFM UV_VIS 1 WVL 280 nm
mALU
140 4 20197
120 4
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Figure 19 : chromatogramme de ’extrait fruit macération de crataegus laciniata.

" seq 28 06 22 #3 [manpulated) Ext HFS UV_ VIS 1 WVL 280 nm
mAU

1 800 4

1 600 4

1 400 4

1200 4

1 000 4

0 "-‘3‘,.,-“‘.7

) 50 100 150 200 250 300 aso 400 450

Figure 20 : chromatogramme de 1’extrait fruit Soxhlet de crataegus laciniata
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Figure 21 : chromatogramme de ’extrait feuille Soxhlet de crataegus laciniata.

T soq 28 06 22 #2 (manpuiated) Ext HUM UV_VI5_1 WVL 280 nm

mAU

ol :-1’.1"1-1‘]?2 o

.200 4

0.0 50 100 15.0 200 250 30.0 350 40.0

Figure 22 : chromatogramme de ’extrait feuille macération de crataegus laciniata.

Tableau V : Temps de rétention des standards.

Les standards Le temps de rétention
Epicatéchine 7.583

Rutine 8.203

BHA 12.882

Catéchol 9.688
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Tableau VI : Temps de rétention des extraits.

Extraits N° pic Temps de rétention
1 10.453
HLs 2 12.342
3 15.325
1 12.192
HLm 2 15.172
3
1 12.198
HFs 2 15.167
1 7.525
2 8.197
HFm 3 9.877
4 12.272
5 15.247

L’identification a ¢été réalisée par comparaison des temps de rétention des standards
avec ceux des extraits, également par comparaison avec des données de la littérature, on
constate que HFm semble contenir 1’épicatéchine ou un dérivé de ce dernier, avec un temps
de rétention de 7.583. Ce qui est en accord avec (Liu et al.,2010) qui ont montré que ce
composé existe dans 1’extrait de crataegus pinnatifida qui appartient a la famille des rosaceées,
Par contre la rutine, BAH, catéchol et épicatéchine ils n’existent pas dans tous les extraits

analysés.

4. Résultats d’analyse spectrométre infrarouge

Le spectre infrarouge a transformée de fourrier (IRTF) représente les pics moléculaires
d’absorption et de transmission qui correspondent & la fréquence des vibrations entre les
atomes du matériel.
Les caractéristiques de la plante crataegus laciniata ont été identifiées par le spectre IRTF,
qui pourrait étre utilisé pour acquérir I'information structurelle et les groupes fonctionnels de
différents extraits de cette plante.

Les figures 23, 24, 25 ci-dessous représentes les spectres infrarouges des extraits de la

plante Crataegus laciniata.
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Figure 25 : Spectre de I’analyse par IRTF d’extrait HFm dans la région 4000-500cm-1.
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Les résultats
e Les bandes vibrationnelles des échantillons dans la région (1595 — 1600 cm-1) et
(1700 — 1735 cm-1) représentant la vibration d'étirement C_O du groupe carboxyle
estérifié (-COOR) et la vibration d'étirement asymétriqgue C_O du groupe carboxyle
Libre, Ces résultats sont en accord avec (Sun et al., 2020).
e 3650 cm-1 a 3590 cm-1 des trés faibles bandes marque la vibration de O-H libre.
e Une vibration de groupe (CI) est observée a 450 cm-1 par la présence d’une forte
bande.
Ces analyses suggere la présence de groupement OH dans les extraits, ce qui confirme
la présence des composés phénolique dans cette plante.
5. Résultats du dosage des métaux lourds par SAA a flammes
Les métaux lourds ont été mesurés par spectrométrie d’absorption atomique a flammes. Les
résultats obtenus a 1’issue de cette analyse sont présentés dans le tableau VII.

Tableau VII : résultats des analyses Mg et Zn par SAA

Elément Zn Mg

Extrait

HF 0,056963265 0,49526736
HL 0,2337653 0,26170832

Les résultats obtenus dans le tableau montrent que les poudres végétales des feuilles et
fruits de crataegus laciniata présent des métaux lourds (Zn et Mg) a une quantité presque
inférieure ou égale a la valeur normal de ces métaux étudié.

Ces résultats confirment que les poudres de la plante Crataegus laciniata ne présent
aucune toxicité sur I’organisme vivant car certains ¢léments sont nécessaires a la vie en tres

faible quantité mais ils deviennent toxiques a haute dose (Pinta et al., 1971).
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Dans ce travail, nous avons étudié le pouvoir antioxydant des extraits éthanoliques des
feuilles et fruits de crataegus laciniata obtenus par deux méthodes d’extraction

différents maceération et Soxhlet et également la caractérisation cette plante.

L'extraction représente I'étape initiale de l'analyse des composés phénoliques, qui
consiste a I’isolement des composés phenoliques actifs a partir du matériel
pédologique.

Dans un premier temps, 1’analyse des quatre extraits obtenus de feuille et fruit de
Crataegus laciniata indique que les quatre extraits sont riches en composés phénoliques

mais avec des valeurs variables en fonction du type de I’extrait.

Les résultats montrent que 1’extrait feuille Soxhlet et macération sont plus riche en ces

composés que les extraits fruits Soxhlet et macération.

L’analyse chromatographique a montr¢ la présence de I’épicatéchine dans I’extrait HFm et la
SAA confirme la non toxicité des extraits de cette plante.
En conclusion, les résultats obtenus dans cette étude sont intéressants mais encore

préliminaires. Cependant, on espére que ce travail pourra étre complété et encore enrichi par

v' Tester I'activité antioxydante des extraits de fruits et de feuilles de cette plante in vivo
pour confirmer ou infirmer leur possibilité d'utilisation dans différentes industries
(cosmétique, pharmaceutique, agro-alimentaire, etc.).

v’ Effectuant le dosage d’autres familles de composés phénoliques tel que les tanins, les
anthocyanes etc...

v" Identification de nouvelles substances bioactives naturelles pouvant répondre a

différents problemes de santé et devenir une alternative aux drogues synthétiques.
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Annexe N°1

y =0,01x+0,0151
dosage des phenols totaux R = 0,9993
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Figure 1. Courbe d’étalonnage avec ’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

Annexes N° 2
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Figure 2.Courbe d’étalonnage avec la quercétine pour le dosage des flavonoides
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Annexes N° 3

POUVOIR REDUCTEUR
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Figure 3. Courbe d’étalonnage avec 1’acide ascorbique pour la mesure du pouvoir réducteur

Annexes N° 4

Capacité antioxidante totale
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Figure 4. Courbe d’étalonnage avec 1’acide ascorbique pour la mesure de 1’activité antioxydante totale.
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Annexes N° 5 :Chromatogrammes des différents standards testés par I’CLHP
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Annexes N° 6

Courbe d’étalonnage de Zinc (Zn)

Tableau N° 1 : la courbe utilisée pour le dosage de Zn

Concentration Absorbance
0.5 0,0760383
0.75 0,11165319
1 0,16142127
1.25 0,2394125
1.5 0,23527083
Courbe d’étalonnage de Mg
Tableau N°2 : la courbe utilisée pour le dosage de Mg
Concentrations Absorbances
0.5 0,1671149
0.75 0,28065306
1 0,29951915
1.25 0,41633618
1.5 0,66520834




Résumé

Quatre extraits ont été obtenus & partir des feuilles et fruits de crataegus laciniata selon deux
méthodes d’extraction conventionnelle différents afin d’étudié leurs propriétés antioxydants et
caractériser les différents composés phénoliques de cette plante. Les résultats du dosage des
polyphénols et les flavonoides montre la richesse de 1’extrait feuille Soxhlet en ces composes
avec des valeurs (272,58 + 8,33 mg EAG/g d’extrait et 29.58 + 0,56 mg EAG/g d’extrait)
respectivement. L’évolution de D’activité antioxydant par le test de pouvoir réducteur a
montrer que ’extrait feuille Soxhlet de cette plante a un fort pouvoir réducteur avec une
valeur (335.319 UA), cet extrait présent également un pourcentage d’inhibitions plus €levés,
cependant 1’évolution de la capacité antioxydant totale de cet extrait se trouve avec une valeur
élevée de (50.224113+7.8617909), L’analyse des chromatographique a confirmé la présence
de composés de type flavonoide dans I’extrait fruit macération.

Mot clés : crataegus laciniata, activité antioxydante, polyphénols, pouvoir antioxydants

Abstract

Four extracts were obtained from the leaves and fruits of crataegus laciniata using two
different conventional extraction methods in order to study their antioxidant properties and
characterize the different phenolic compounds of this plant. The results of the assay of
polyphenols and flavonoids show the richness of the Soxhlet leaf extract in these compounds
with values (272.58 + 8.33 mg EAG/g of extract and 29.58 + 0.56 mg EAG/g of 'extract)
respectively. The evolution of the antioxidant activity by the reducing power test to show that
the Soxhlet leaf extract of this plant has a strong reducing power with a value (335.319 AU),
this extract also has a higher percentage of inhibitions, however the evolution of the total
antioxidant capacity of this extract is found with a high value of (50.224113 +7.8617909),
Chromatographic analysis confirmed the presence of flavonoid type compounds in the
macerated fruit extract.

Key Words:Crataegus laciniata, antioxidant activity, polyphenols, antioxidant power
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