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Introduction

La phytochimie ou chimie des végétaux est la science qui étudie la structure, le
métabolisme et la fonction ainsi que les méthodes d'analyse, de purification et d'extraction
des substances naturelles issues des plantes (Kalishe., 2014 ). Les substances isolées a
partir des vegétaux ont montré des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie : en
alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. La pharmacie utilise encore une forte
proportion de médicaments d’origine végétale et la recherche trouve chez les plantes des

molécules actives nouvelles (Smara., 2014).

De nos jours, nous comprenons de plus en plus, que les principes actifs des plantes
médicinales sont souvent lies aux produits des métabolites secondaires. Leurs propriétés sont
actuellement pour un bon nombre reconnu et répertorié, et donc mises a profit, dans le cadre
des médecines traditionnelles et également dans la médecine allopathique moderne
(Bourgaud et al., 2001 ; Kar., 2007).

Aujourd’hui, on estime que les principes actifs provenant des végéetaux représentent
environ 25% des médicaments prescrits. Soit un total de 120 composés d’origine naturelle
provenant de 90 plantes différentes. Sur les milliers d’espéces de plantes a usage
thérapeutique répertoriées en Algérie, tres peu sont celles qui ont été valorisées

sur le plan phytochimique (Djahra., 2014)

L’aubépine monogyne (Crataegus monogyna), est une plante médicinale
couramment utilisée en phytothérapie pour ses propriétés sédatives, vasculoprotectrice et
anti-oxydantes (Bahorun., 1997). Les substances naturelles issues des feuilles et fleurs ont
des intéréts multiples mis a profit dans 1’industrie, en alimentation et en cosmétologie,
parmi ces composes on retrouve dans une grande mesure des métabolites

secondaires qui sont surtout illustrés en thérapeutique (Bahorun., 1997).

Notre travail vise a démontrer la richesse des feuilles et des fleurs de Crataegus
monogyna en principes actifs notamment les composés phénoliques et plus précisément
les flavonoides, et déterminer une activité biologique . Pour cela notre étude englobe

deux aspects :



Introduction générale

Le premier aspect est d’ordre phytochimique basé principalement sur une étude
qualitative comprenant une identification chromatographique et un criblage phytochimique
des principaux métabolites secondaires pouvant exister dans Crataegus monogyna, une étude
quantitative a été également réalisée visant a quantifier les composés polyphénoliques et
flavoniques. Le second aspect est consacré a une évaluation de 1’activité antioxydante des
extraits hydroalcooliques des feuilles et des fleurs de Crataegus monogyna Vvis-a-vis du
radicale libre DPPH.



—

Chapitre 01 : Présentation de Crataegus

monogyna

—



Chapitre 01 Presentation de Crataegus monogyna

1/ Introduction

Le nom du genre Crataegus est dérivé d’un mot grec qui signifie la dureté du bois, Et
se trouve essentiellement entre I’altitude 30° et 50° N, Crataegus est un grand genre des
arbustes de la famille des Rosacées avec environ 250 espéces actuellement reconnues
indigénes des régions tempérées du nord (Kashyap et al., 2012).

Une des espéces les plus utiles de cette famille est le Crataegus monogyna, dérivée du mot
grec « monogunus » signifiant fleur a un seul pistil .

+ Les noms communs : hawthorn, haw, English hawthorn, harthorne , aubépine
+ Le nom scientifique : Crataegus monogyna.
+ Le nom arabe : <Blill g,e 31 A8l galal g e 3N

2/ Ethnobotanique :

Crataegus monogyna, est une plante fruitiere avec une longue histoire en tant que
plante thérapeutique et pharmacologique. elle a été utilisée traditionnellement comme un
tonique cardiaque, ses utilisations actuelles comprennent le traitement de l'angine de

poitrine, hypertension, arythmie, et I'insuffisance cardiaque congestive (Miller., 1998).

Dans la médecine chinoise 1’aubipine a été reconnue par ses principes actifs
thérapeutiques et son utilisation pour abaisser les taux de lipides sanguins chez I'hnomme et le
rat (Chen., 1995). Le Cratagus monogyna, a été également utilis¢é par [I’herboriste
européenne dans le premier siecle de notre ére (Ju., 2005).

L’aubipine a une histoire d'utilisation, a été considéré comme sacré par de
nombreuses traditions. Les branches fleuries d'aubépine a marqué le  début de
I'ancienne féte celtiqgue de Beltane et pour cette raison il a été aussi appelé le mai fleur.
Dans la tradition celtique, I’arbre Hawthorn a été entouré par des fées et les esprits
élémentaires. Un meédecin bien connu, Dr Green, d’Ennis, Comté de Clare, lIrlande,
atteint une réputation dans le mystére. A sa mort, en 1894, safille a révélé les baies
de Crataegus monogyna. Dans la médecine orientale les fruits sont considérés comme
ayant aigre, doux. Un certain nombre d'aubépines en Amérique du Nord ont été utilisés

comme médicament par des groupes indigenes . D'autres utilisations de l'aubépine
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sont incluses dans le traitement de troubles digestifs, de la dyspnée, des calculs
rénaux. Aujourd'hui, l'aubépine est  utilisé principalement pour diverses maladies
cardiovasculaires mais il doit encore étre entré en Inde comme un tonique cardiaque
(Kashyap et al., 2012).

3/ La position systématique :

3-1/ La classification botanique :

Selon la classification des plantes a fleures de Cronquist 1981
Embranchement : Spermaphytes
Classe : Magnoliopsida
Sous/classe : Rosidae
Ordre : Rosales
Famille : Rosacées
Genre : Crataegus

Espéce : Crataegus monogyna. (Anonyme 1).

3-2/ La classification APG 111 (2009) :

La classification APG Ill, est une classification phylogénétique, est considérée comme la
troisieme version de classification botanique des angiospermes établie par I'’Angiosperms
Phylogeny Group I11. Cest la classification botanique la plus importante aujourd'hui. Cette
classification est construite a la base de deux génes chloroplastiques et un gene nucléaire de

ribosome.

Cladus : Angiospermes

Cladus: Dicotyledones Vraies

Cladus : Dicotyledones Vraies Superieures
Cladus: Rosidees

Cladus : Fabidees

Ordre: Rosales

Famille : Rosacée
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Genre : Crataegus
Espece : Cratagus monogyna.

1- Varieté : laciniata
Variété . 2- Variété : maritima

3- Variété : monogyna (Anonyme 2).

4/ La description morphologique :

Le Crataegus monogyna sont des arbustes buissonnants ou de petits arbres en général
épineux, leur feuillage est le plus souvent decoupé, les fleurs (pentameres, odorantes et
printaniéres) groupees et colorées en blanches, parfois teintées de rose ou de rouge, avec des

étamines nombreuses comme souvent chez les rosacées ; les fruits (ou cenelles) sont des

drupes rouges, de petite taille, comestibles.

Figure 01 : Photos de Crataegus monogyna prise de 1’université Constantine 01.

5/ Les indications cliniques :

Abaisser la pression artérielle.

Accroitre 1'efficacité de I'action de pompage du cceur.
Ralentir le rythme cardiaque.

Renforcer le muscle cardiaque.

Dilater les arteres coronaires.

Prévenir les maladies cardiaques, crise cardiaque et d'accident vasculaire cérébral.

AN N N N N

Soutenir le systéme immunitaire (Lakshmi et al., 2012) .
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6/ Les avantages pharmacologiques de I’usage du Crataegus monogyna :

Le Crataegus monogyna est une plante couramment utilisée en phytothérapie et
inscrite & la pharmacopée francaise pour ses propriétés sédatives, vasculo-protectrices et
antioxydantes (Bahorun., 1997). Bien que traditionnellement, les fruits, les fleurs de
I’aubépine monogyne fussent employer pour le traitement des troubles cardiaques d’origine
nerveuse, les extraits actuels sont presque exclusivement prépares avec les feuilles et les

fleurs de I’arbuste (Degenring et al., 2003).

Les sommités des fleurs ont une action sédative sur le systeme nerveux et une action
régulatrice sur le systeme cardio-vasculaire; elles corrigent les troubles du rythme
cardiaque; elles sont hypotensives et antispasmodiques au niveau des muscles lisses
vasculaires. Ces actions neuro-sédatives, cardio-sédatives, vasodilatatrices et
antispasmodiques peuvent étre utilisées dans les insomnies, le nervosisme, 1’émotivité

et le surmenage (Bouzid., 2009).

L’activité antioxydante, anti-inflammatoire, hypotensive des extraits alcooliques de
I’aubépine (fruits, fleurs et feuilles) a été prouvée invitro (Bahorun etal., 1996 ; Fong
et Bauman., 2002 ; Maria et al., 2005). Des études réalisées invitro ont démontré que les
extraits a base de procyanidines de I’aubépine aident a réduire le niveau du cholestérol et a

diminuer le taux des triglycérides ( Svedstroma et al., 2006).

Des expériences réalisées in vivo par Zhang et ses collaborateurs (2004) ont démontré que
I’administration de I’extrait obtenu & partir de la partie charnue des fruits du Crataegus
oxyacantha. et Crataegus monogyna augmente la concentration du a- Tocophérol et

inhibe I’oxydation des LDL(Low Density Lipoprotein) humains (Zhang et al., 2004).

Les acides phénoliques de I’aubépine ; acide crategique, acide chlorogenique, acide
tartrique et 1’acide triterpinique augmentent et favorisent 1’écoulement du sang. L’acide
citrique équilibre les niveaux de I’acidité du corps, et favorise la fonction digestive en

augmentant la production de la bile (Davie., 2000).
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Cardio-protecteur
Antioxydant

Le Crataegus monogyna - ’ < Anti-inflammatoire
Gastro-protecteur

Activités antimicrobiennes
N\

7/ Chimie de la plante :

7-1/ Composition en métabolites primaires :

Tableau 01 : Les glucides du Crataegus monogyna (Saadoudi., 2008).

Le nom Teneur
Sucres solubles 11,45
Sucres réducteurs 7,86
Saccharose 3,59
Cellulose 11,40
Pectines 1,60

Tableau 02 : Les vitamines du Crataegus monogyna (Boudraa., 2008).

Le nom Teneur
Tocopherol 0.09-0.79
Carotenoides 1,37
Vitamine C 0.69-4.06
Thiamine 0,05
pyroxidine 0,012
Biotine 0,031
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Tableau 03: Les minéraux du Crataegus monogyna (dans 100 g de matiere séche)
(Boudraa., 2008).

Elément minéral Teneur (mg)
Ca 414,18
Mg 156,52
Na 31,20

P 20,09

k 1694,80
Cu 0,31
Fe 4,09
Mn 1,52
Zn 0,32
Co 0,17
Pb 0,31

7-2/ Composition en métabolites secondaires :

Le Crataegus monogyna ont de nombreux composés de métabolites secondaires
(Bouzide., 2009 ; Dinesh et al., 2012) nous avons donc :
+ Acides phénoliques : acide chlorogénique et caféique
+ Flavonoides: Vitexine, quercétine, vitexine-2-rhamnoside, proanthocyanidine,
epicatéchine, apigénine-6,8, di-C-glycoside.
Tanins
Coumarines.

Tritepenes et acides triterpéniques

-+ + F

Huiles essentielles
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7-2-1/ Les acides phénoliques :

Tableau 04 : Les composes phénoliques du Crataegus monogyna. (Dinesh et al., 2012)

Le nom Molécules Caractéristiques
HO, ,CO.H
Acide chlorogénique Q e Acide phénolique
HO' > Yo~ ~F
OH OH
OH
O
HO
X OH
Acide caféique Acide phénolique
HO

Hyperoside

C’est un coOmposé

polyphénolique
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7-2-2/ Les flavonoides :

Tableau 05 : Les flavonoides du Crataegus monogyna (Dinesh et al., 2012).

Le nom Molécules Caractéristiques

Vitexine-2- Classe : Flavonoides

rhamnoside

Proanthocyanidine Classe : Flavonoides

des

O QR Classe : Flavonoides
Anthocyanine HO ] O Sont des glycosides

anthocyanidines

Classe : Flavonoides

Epicatechine Sub classe : Flavones

R4=R5=0H

10
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Quercetine Classe : Flavonoides

Sub classe : Flavonols

A pigenin-6,8-di-C-

glycosides R1=H Classe : Flavonoides

Sub-classe: flavones
R2=R3=gly

11
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1/ Les métabolites secondaires :

Les plantes possedent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux
métabolites primaires qui sont des protéines, des glucides et des lipides. Les métabolites
secondaires sont classés en plusieurs grands groupes : parmi ceux-ci, les composés
pheénoliques , les terpénes et stéroides et les composés azotés dont les alcaloides.
Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui possedent
une trés large gamme d’activité biologique (Huang et Ferraw., 1991 ; Ali et al., 2001 ; Li
etal., 2007).

Le métabolisme secondaire implique les voies métaboliques primaires spécifiques
a certain organisme végétal. Donc les métabolites secondaires sont les molécules que
ne participent pas directement au développement des plantes mais plutét intervenaient dans
les relations  avec les stress biotiques et abiotiques ou améliorent 1’efficacité de la

reproduction (Laurent., 2012).

Les composés de métabolisme secondaire ne sont pas produits directement lors
de la photosynthése mais résultant de réactions chimiques ultérieures. On les appelle
donc des meétabolites secondaires. Ces composes ne se trouvent pas dans toutes les
plantes (Benkhadimalleh et Kismoun., 2014).

Les métabolites secondaires se sont surtout illustrés en thérapeutique. La pharmacie

utilise encore une forte proportion de médicament d’origine végétale et la recherche trouve

chez les plantes des molécules actives nouvelles (Mohammedi., 2006).

2/ Différentes classes des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires comportant trois types de composes :

+ Les composés azotés: qui comprennent les alcaloides, les glycosides et de
I’acide byanhydrique. Quand les plantes sont abimées, ils sont synthétisés a partir

d’acides aminés, on citera : la nicotine, 1’atropine, la codéine, la lupinine.

12
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+ Les terpenoides : Sont des composés résultant par 1’assemblage d’un nombre

entier d’unité pentacarbonée ramifiée; le 2-méthyl- butadiene « isopréne » (Guignard

et al., 1995 ; Harbone, 1998 et Bruneton, 1999) et selon le nombre d’unité

isoprénique qui les constituent, on distingue :

AN NN VU N N NN

Hémiterpénes [CsHg].
Monoterpenes [CioH16].
Sesquiterpénes [CisHa4].
Diterpénes  [CaoHa2].
Sesterpénes  [CasHyo].
Triterpenes  [CgoHas].
Tétraterpénes [CaoHea].
Polyterpenes [CsHg] in (Bensalah., 2014).

+ Les composés phénoliques ou aromatiques : qui interviennent dans les interactions

plante-plante (allélopathie, inhibition de la germination et de la croissance). Parmi

Ces composes .

AN N N N N N

Les flavonoides.

Les anthocyanidines.
Les tanins.

Les coumarines.

Les lignines.

Les stilbenes.

Les phénylpropanoides (Benkhadimalleh et Kismoun., 2014).

2-1/ Les composes azotes :

2-1-1/ Les alcaloides :

Ce sont des substances d’origine biologique et le plus souvent végétale (il n’en n’existe

que des rares représentants dans le regne animal), éventuellement reproductibles par synthése

azotées, de reéactions alcalines plus ou moins prononcées et douées a faible dose de propriétés

13
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pharmacodynamiques marquées. Leurs noms se terminent toujours par « ine ». Les alcaloides
renferment toujours du carbone, de I’hydrogéne et de 1’azote, et le plus souvent, en plus,

de I’oxygene (exceptionnellement quelques alcaloides contiennent du soufre).

2-1-2/ Propriétés pharmacologiques des alcaloides:

+ Leurs propriétés sont généralement variées et dépendent de leurs composantes

chimiques par exemple :

¢ Action sur le systeme nerveux central comme anti-dépresseur :
v" Codéine.
v" Morphine.
« Action sur systéme nerveux autonome :
v Hordéine.
v' Ephédrine.
¢+ Action sur les vaisseaux « hypertenseur » :
v Hydrastine.
¢+ Action sur la circulation sanguine et améliore la circulation cérébrale :
v Vincamine.
¢+ Antipaludique :
v" Quinine toxique pour I’hématozoaire du paludisme.
% Action antitumorale :
v" Vinblastine.
¢+ Action antibiotique, antiparasitaire, anthelminthique a des doses variées
(Chenni ., 2010)

2-2/ Les terpenoides :
2-2-1/ Définition :
Les terpenes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine

ouverte. Leur formule brute est (CsHx), dont le x est variable en fonction du degré

d’instauration de la molécule et n peut prendre des valeurs de 1 a 8 sauf dans les polyterpénes

14
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qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La molécule de base est I’isopréne de formule
CsHs. Le terme  terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des
terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone,
etc.) (Benayache., 2013).

2-2-2/ Classification des terpenoides :

Hémiterpenes [CsHg].
Monoterpénes [CioHa6].
Sesquiterpénes [CisH24].
Diterpénes  [CaoHa2].
Sesterpénes  [CasHag].
Triterpénes  [CaoHag].
Tétraterpénes [CaoHea].
Polyterpénes [CsHg] (Bensalah., 2014).

AN NN VT N N NN

2-2-3/ Propriétés pharmacologiques des terpenoides :

De nombreux terpenoides ont la particularité de dégager de fortes odeurs, le menthol et le
limonéne permettent la fabrication des huiles essentielles, 1ls sont utilisés comme

antiseptiques et pour traiter les maladies de respiration.

Les Sesquiterpenes [C15H24] possedant beaucoup d’activités biologiques comme 1’activité
antimicrobienne, antitumorale, anti leucémique et ils peuvent étre responsable de la 1’allergie

Les Diterpenes [CaoHs,] sont des Antispasmodiques et antioxiolytiques ( Barisevic ., 2001).

2-3/ Les polyphénols :

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes, largement distribués possédant plusieurs groupements phénoliques,
avec ou sans autres fonctions et comportant au moins 8000 structures connues différentes

(Bahorun, 1997), allant de molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire tels que,

15
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les acides phénoliques a des composés hautement polymérisés comme les tannins. Ils font

partie intégrante de 1’alimentation humaine et animale (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

L’expression « composés phénoliques » est utilisée pour toutes substances
chimiques possedant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs
groupements hydroxyles (Bloor., 2001). Un nombre considérable de ces composés sont
formés de deux noyaux benzéniques A et B reliés par un hétérocycle de type pyrane. Ces
composeés differents les uns des autres par la position des substitutions sur les
noyaux A et B, par la nature de 1’élément central et par la position, la nature et le
nombre de molécules de sucre fixées ainsi que par la nature de la liaison hétérosidique. Les
polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme~A et de
phénylalanine. Cette biosynthése a permis la formation d’une grande diversité de
molécules qui sont spécifiques d’une espéce de plante, d’un organe, d’un tissu particulaire
(Nkhili., 2009).

2-3-1/ Classification des polyphénols :

Une classification de ces substances a été proposée par Harborne en 1980 (Tableau 06)
On peut distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le
nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base. Deux

principales classes sont largement répandues :

> Les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamiques)
» Les flavonoides.
» Les tanins et lignines

> Plus rares, les coumarines, les stilbénes.

16
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Tableau 06 : Principales classes des composés phénoliques a été proposée par Harborne
1980 in (Benkhedimalleh et Kismoun., 2014)

Squelette carboné Classes Exemples Origines
C6 Phénols simples Catéchol Nombreuses espéces
C6-C1 Acides p -hydroxybenzoique Epices, fraise

Hydroxybenzoiques
C6-C3 Acides Acide caféique, acide Pomme de terre,
Hydroxycinnamiques, féerulique Pomme, citrus
Phenylpropenes Myristicin, eugenol
Coumarines Scopolétine
Isocoumarines Myristicine, eugénol
Chromones Eugenine
C6-C4 Naphtoquinones Juglone, plumbagine Noix
Polyphénols
C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine Mangue
C6-C2-C6 Stilbenes Resvératrol Vigne
Anthragquinones Anthraquinones
C6-C3-C6 Flavonoides, Quercétine, cyanidine, Fruits, [égumes,
Isoflavonoides daidzéine fleurs, soja, pois
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
Neolignanes Eusiderine
(C6-C3-C6) 2 Biflavonoides Amentoflavone
(C6-C3) n Lignines Bois, fruitsa Noyaux
(C6-C3-C6) n Tanins condensés Raisins, kaki

17
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2-3-2/ La biosynthese :

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires et sont synthétisés, par des
plantes au cours de leur développement normal, en réponse a des infections, des blessures, des
rayons ultra-violet (UV) et des insectes. Ces composés phytochimiques provenant de la
phénylalanine et la tyrosine sont ubiquitaires dans les plantes (Pereira Nunes et al., 2012).

Les polyphénols sont synthétises a partir de deux voies biosynthétiques :

2-3-2-1/ Voie de I’acide shikimique, qui conduit aprés transamination et désamination, aux

acides cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoiques ou les phénols

simples
cCooH
FO COoOoH CHO — oH , cooH .
i H——0OH H—t—H . &
CHz - H—F—0COH —= OH——H ——= 5 5
Acida
Phosphoesnol CHz2O0oP H—7F—0H 4 oH oH
PyTUvigue H oH
(PEP ] Erythrosa 4 P _ CH o OH
Acide 3 dehydroguinigue  Acide 3 déhydro
CHzOP oDHG) shikimiqua (DHS )
Acide 3 désoxy D arabino
heptulosigua 7 P (DHAP )
COoH PEF  cood COOH
CcH2 d—C
C:H 2 11
coP
o o
GDC}H CEHON
oH

Acida chorismigue 5-Enolpyruvylshikimata 3 P Shikimats 3 P

cal (EPSP)
c H
NHZ2
H
O COOH
- _'_,.-/" L-Phénylalanina
CooH
‘___.-""
CooH
— NHZ2
—
T T
cH

Acide praphénigus

L-Tyrosing

Figure 02 : La vois de shikamate (Zaghad., 2009).
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2-3-2-2/ Voie de P’acétate/malonate : conduit a des polys [B-coesters (poly-acétates) de
longueur variable menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les
dihydroxy 1,8-anthraquinone ou les naphtoquinones. De plus, la diversité structurale des
composés polyphénoliques, due a cette double origine biosynthétique est encore accrue par la
possibilité d’une participation simultanée de deux voies dans 1’élaboration de composés

d’origine mixte, « les flavonoides » (Martin et Andrantsitohaina., 2002).

Glucxes

hd
Acetv]-CoA ‘?.hijl'n.:mh.L |
Arogenate |
- r
Phénylalanine

E=rEey

L J

IMalonyl- CoA
HO o
I H
g
oH o H

oH

Isaflavone Flavonone

l Flavonol
Flavononal »

W\&f‘”

| Leucoanthocyanidin l Caréchine

2

Figure 03 : Condensation entre la voie de I’acétate malonate et du shikimate (Rira., 2006).
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2-3-3/ Effets biologiques des polyphénols :

Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques interviennent
dans la qualité alimentaire, impliqués lorsque la plante est soumise a des blessures
mécaniques. La capacité d’une espéce végétale a résister a ’attaque des insectes et des micro-

organismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques (Bahorun, 1997).

Ces composes montrent des activités anti-carcinogenes, anti-inflammatoires,
antiathérogenes,  anti-thrombotiques,  analgésiques,  antibactériennes,  antivirales,
anticancéreuses (Babar et al., 2007), anti-allergenes, vasodilatatrices (Falleh et al., 2008) et

antioxydantes (Gomez-Caravaca et al., 2006).

Les composés polyphénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutique.
IIs sont regroupés dans la catégorie des veinotoniques et des vasculo-protecteurs. Parmi les
veinotoniques, nous citerons le Relvenet ou le Cirkant renfermant du rutinoside, le Daflont
ou le diosmilt renfermant de la diosmine. Un certain nombre de molécules polyphénoliques
sont également en étude cliniqgue comme des antis -agrégeant plaquettaires, ou hypotenseurs

sans résultats probants (Martin et Andriantsitohaina., 2002).

Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

Détoxifiant «— POLYPHENOLS<Z_———> Anti-inflammatoire

\ Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique

Anti-angiogénique Anti-apoptotique
Figure 04 : Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
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2-4/ Les acides phénoliques :

2-4-1/ Définition :

Le terme acide- phynol peut s’appliquer a tous les composeés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et hydroxyl phénolique (Bruneton., 1999). La pratique
courante en phytochimie consiste a réserver ce terme aux dérivés de 1’acide benzoique et de
I’acide cinnamique. Les acides hydroxy benzoiques et hydroxycinnamiques existent rarement
sous formes libres, mais sont généralement trouvés sous formes conjuguées d’esters et de

glycosides (Hager et Howard., 2009).

Les acides phénoliques participent directement aux réactions de stress environnementaux,
comme les attaques par les ravageurs et contribuent au processus de guérison de la plante
par la lignification des tissus endommageés (Manach et al., 2004).

2-4-2/ Classification des acides phénolique :
2-4-2-1/ Les acides hydroxybenzoiques :

La concentration de I’acide hydroxy -benzoique est généralement trés faible chez les
vegétaux comestibles. Ces dérivés sont assez rares dans I’alimentation humaine par contre

ceux d’acides hydroxy-cinnamiques tels que les acides p-coumariques, férulique et sinnapique

sont trés présents (Macheix et al., 2006).

Fa wals

Figure 05 : Structure de base des acides hydroxybenzoiques
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Tableau 05 : dérivés de I’acide hydroxybenzoique (Macheix et al., 2006).
R1 R2 Le nom du dérive

H H | Acide p-hydroxybenzoique
OH H | Acide protocatéchique
OCHz | H | Acide vanillique

OH OH | Acide gallique
OCH; | OCHg3 | Acide syringique

2-4-2-2/ Les acides hydroxycinnamiques :

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante dont la structure
de base (C6-C3) dérive de celle de 1’acide cinnamique. Le degré d’hydroxylation du cycle
benzénique et son éventuelle modification par des réactions secondaires (par méthylation chez
les acides féruliques ou sinapique) sont un des éléments important de la réactivité chimique de

ces molécules (Macheix et al., 2006).

SodH

L5

Figure 06 : Structure de base des acides hydroxycinnamiques

Tableau 08 : dérivé de I’acide hydroxycinnamique (Macheix et al., 2006).
R1 R2 | R3 Le nom du dérivé

H H H Acide cinnamique

H OH |H Acide p-coumarique
OH OH |H Acide caféique
OCH3 |OH |H Acide ferulique

OCH3 | OH | OCH3 | Acide sinapique
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2-5/ Les Tannins :
5-5-1/ Définition des Tannins :

Les tannins représentent un groupe hétérogene assez difficile a définir de fagon rigoureuse
et concise car il n’y a pas de structure chimique de base. Leurs structures chimiques sont en

effet variées et rassemblées en famille en fonction d’activités communes (Dahmani, 2013).

Figure 07 : Structure de base des tannins

De ce fait, toute classification chimique des tannins est forcément arbitraire. Cependant,

on se réfere souvent a une distinction entre tanins hydrolysables et tanins condenseés.

2-5-1/ Classification des Tannins :
2-5-1-1/ Les Tannins hydrolysables :

Ils sont constitues par une molécule de sucre (le glucose le plus souvent) estérifie par

I’acide gallique ou un de ses dérivés (acide ellagique, chébulique ou valonique). Ils sont

facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (Ghazi., 2014).
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Figure 08 : Structure chimique des tannins hydrolysables

5-5-2-2/ Les Tannins condenseés :

Ce sont des produits de la polymérisation de flavan-3-ols (catéchines) et flavan-3,4-diols
(leucoanthocyanidines). Ils sont aussi désignés aussi sous le nom de «tannins catéchiques » et

ne sont hydrolysables que dans des conditions fortement acides (sayah., 2013).

on

HO 0

OH
HO 4 0

on
on

Figure 09 : Structure chimique des tannins condensés
2-5-2/ Propriétés pharmacologiques des tannins :

Les decoctions et les autres préparations a base de drogues riches en tannins sont
employées le plus souvent extérieurement contre les inflammations de la cavité buccale, les

catarrhes, la bronchite, les hémorragies locales, sur les brilures et les engelures, les plaies, les

inflammations dermiques, les hémorroides et la transpiration excessive (Alilou., 2012).
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En usage interne, elles sont utiles en cas de catarrhe intestinal, de diarrhée, d’affections de
la vésicule, ainsi que comme I’antidote (contrepoison) lors d’empoisonnement par les

alcaloides vegétaux (Saihi., 2011)

2-6/ Les Coumarines :

2-6-1/ Définition :

Les coumarines sont des molécules biologiquement actives, Substances naturelles
aromatiques, la coumarine est utilisée en parfumerie. Son odeur se rapproche de la vanilline et
du foin fraichement coupé. On la retrouve dans plusieurs plantes différentes comme
I'aspérule, la cannelle de Chine, le céleri, la feve tonka, la lavande vraie, le mélilot...etc. D'un
point de vue médical, la coumarine était utilisée comme anti-oedémateux en raison de l'action
qu'elle exerce sur le drainage lymphatique qu'elle facilite. Néanmoins, elle n'est plus

employée en raison des troubles hépatiques qu'elle provoquait (Anonyme 3).

2-6-2/ Classification des Coumarine :

+ Coumarines simples :
v' Coumarine

v" Ombelliferone

+ Coumarines prenylées :
v Rutaculine
v" Osthol

+ Furanocoumarines :
+ Furanocoumarines lineaires :

v Bergaptene
v" Imperatorine

+«+ Furanocoumarines angulaires :
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v Angelicine

v Pimpinéline

+ Pyranocoumarines :

« La visnadine

+ Les coumarines peuvent également exister a I’état dimerique ou trimerique
¢+ Dicoumarines(coumarines dimerique) :

v" Dicoumarol.

< Tricoumarines
v Triumbellattine (Bouzid ., 2009)

2-6-3/ Propriétés pharmacologiques des coumarines :

+ Les coumarines se révelent étre des composés immunostimulantes provoquent
I’augmentation  des  lymphocytes T dans la  circulation  sanguine

(Stefanova et al; 2007).

+ Dactivité antibactérienne : les coumarines sont efficaces contre les bactéries & Gram
positif (Cottiglia et al., 2001; ; Khan et al., 2005 ; Laure, 2005).

+ En 1957, O’Neal et son équipe ont montré I’efficacité des coumarines pour bloquer
le cancer induit chimiquement par les radiations ultraviolettes.Ces molécules sont
capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les
radicaux hydroxyles, superoxyde et peroxyles (Anderson et al., 1996 ; Hu et
al., 2005).
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2-7/Les flavonoides :

2-7-1/ Définition :

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols, ils sont considérés comme des pigments quasiment universels des
végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A
1’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides. Et du point
de vue structurale, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, en effet

plus de 6400 structures ont été identifiées (Boudjouref ., 2011).

Plusieurs milliers des molécules ont été identifiées a ce jour. Ainsi nous en absorbons
chaque fois que nous consommons un aliment d’origine végétale. Ils ont une origine
biosynthétiqgue commune et par conséquent, possedent tous un méme squelette de base a
quinze atomes de carbones (2-phényl-1-benzopyrane), constitué de deux unités aromatiques,

deux cycles en C6 (A et B), reliés par un cycle pyranique central C.

Figure 10 : Structure de base des flavonoides
2-7-2/ Voie de la biosynthése des flavonoides :

La biosynthese des flavonoides se fait a partir d’un précurseur commun, la 4,2°,4°,6’-

tétrahydroxychalcone
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Figure 11: Voie de la biosynthese des flavonoides (Zaghad., 2009)
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2-7-3/ Classification des flavonoides :

2-7-3-1/ Flavones et flavonols :

Les flavones et les flavonols sont les composés flavoniques les plus répandus; en 2004,
on dénombrait plus de 1100 génines de structure connue (530 flavones et 600 flavonols), et
environ 1400 hétérosides de flavonols et 700 hétérosides de flavones (Bruneton., 2009).

Les flavones (flavus = jaune), c¢’est une classe de flavonoides sur la base du squelette de 2-
phényl chroméne-4-one. Les flavones se trouvent principalement dans les céréales et les
herbes. Les flavones sont des composés biologiquement actifs. Par conséquent certain

nombre de méthodes de synthese ont été développés (Kshatriya et al., 2013).

Figure 12 : Structure chimique des flavones

Les flavonols different des flavones par la présence d’un groupement hydroxyle OH en
C3. Chez les flavonols, la position 3 de I’hétérocycle est toujours glycosylée, ainsi que
fréqguemment la position 7 du cycle A mais jamais la position 5 (Macheix et al., 2006). La
teneur des flavonols est plus élevée dans la peau des fruits puisque la lumiére en stimule la

biosynthese.

Figure 13 : Structure chimique des flavonols

29



Chapitre 02 Métabolites secondaires

2-7-3-2/ Flavanones et dihydroflavonols :

Les flavanones et dihydroflavonols sont caractérisés par 1’absence de la double liaison
entre le C2 et C3. Les dihydroflavonols se différencient des flavanones par la présence d’un

groupement hydroxyle en position 3 (Chosson et al.,1998 ; Bruneton., 2009).

Les flavanones se retrouvent surtout dans les agrumes et les tomates. La menthe constitue

également une source abondante (Benbrook., 2005 ; Ignat., 2011).

Figure 14 : Structure chimique des flavanones

2-7-3-3/ Les anthocyanes :

Les anthocyanes (du grec anthos: fleur et kuanos: bleu violet) sont des pigments
hydrosolubles responsables des couleurs bleu, mauve, rouge ou rose de certaines parties

végétales (fleurs, fruits, feuilles, racines,...) (Valls et al., 2009 ).

Les anthocyanines sont des flavonoides porteurs d’une charge positive sur 1’oxygene
de I’hytérocycle C. Les anthocyanes se différencient par leur degré d’hydroxylation et de
méthylation, par la nature et la position des oses liés a la molécule. L’aglycone ou

anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment (Khalfalleh., 2013).
Les anthocyanidines ne possédent pas de groupe OH a la position 4 et ont une double

liaison entre les positions 3 et 4. Les plus importants sont : péelargonidine, cyanidine, et

peonidine.
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Figure 15 : Structure chimique des anthocyanes

2-7-3-4/ Les chalcones :

Les chalcones sont différents des autres types des flavonoides cités ci-dessus par
I’ouverture du noyau pyranique central, elles sont constituées par deux unités aromatiques
reliées par une chaine tricarbonée, cétonique, a,p-insaturée. Le noyau B est assez
fréquemment non substitué, alors que les substitutions sur le cycle A sont identiques a celles

des autres flavonoides (Hammoud., 2009).

Figure 16 : Structure chimique des chaclones

2-7-3-5/ Les aurones :

Les aurones sont caractérisees par une structure de 2-benzylidéne coumaranone. Pour ces
deux types de molécules, la numération des positions est différente des autres flavonoides
décrits précédemment. Ces composés sont extrémement fréquents dans les fleurs sous forme

de pigments contribuant a la couleur jaune (Smara., 2014).

Figure 17 : Structure chimique des aurones

31



Chapitre 02 Métabolites secondaires

2-7-4/ Les propriétés biologiques des flavonoides :

La principale propriété initialement reconnue aux flavonoides est d'étre "veino-actifs",
c'est-a-dire capables de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leur

résistance (Bruneton, 1999).

2-7-4-1/ Activité antioxydante :

Les flavonoides ont été découverts dans les années 30 par Albert Szent-Gyorgyi,
lauréat prix Nobel, en tant que des composés avec l'activité antioxydante prononcée (Hodek
et al., 2002). Les flavonoides expriment les propriétés anti-oxydantes par : Le piégeage direct
des espéces réactives de 1’oxygene (ERO), La suppression de la formation des ERO par
I’inhibition de quelques enzymes ou par chélation des ions métalliques, impliqués dans leur
production, La protection des systémes de défense antioxydants de 1’organisme (Boudiaf,

2006).

2-7-4-2/ Propriétés pro-oxydantes :

Nous avons décrit précédemment les propriétés antioxydantes des flavonoides mais il ne
faut pas négliger leurs propriétés pro-oxydantes. Parfois les flavonoides jouent un rdle de
pro-oxydants. En effet, plusieurs d'entre eux ont été décrits comme responsables d'auto-
oxydation et de la génération de radicaux oxygénés actifs, comme le peroxyde d'hydrogéne.
En définitive, certains flavonoides pourraient accélérer la survenue de l'atteinte oxydative de
I'ADN, des protéines et des glucides in vitro. Alors, le potentiel pro-oxydant de ces composés

ne doit pas étre négligé dans le mécanisme d'action des flavonoides (Milane., 2004).

2-7-4-3/ Inhibition enzymatique :

En regle générale, les flavonoides sont in vitro, des inhibiteurs enzymatiques de
I'histidine-décarboxylase par le quercétol ou la naringénine; 1’élastase; 1’hyaluronidase, par
les flavones et surtout par les proantho-cyanidols; la phosphodiésterase de I'AMPc; I'aldose-
réductase par le quercétiroside, ainsi que par des méthoxyflavones; la protéine-kinase,

notamment par le lutéolol; plusieurs flavonoides (cirsiliol, hypolaetine, etc.) sont de puissants
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inhibiteurs de la 5-lipoxygénase. Quant a (lutéolol, apigénol, chrysine, etc.) inhibent la cyclo-

oxygénase (Bruneton, 1999).

Quelques flavonoides sont des inhibiteurs efficaces de la biosynthése des prostaglandines.
Cet effet est di a l'inhibition de certains enzymes (lipoxygénase, phospholipase, cyclo-

oxygénase) impliquées dans leur biosynthese.

L’activité anti-tumorale de plusieurs flavonoides (pinostrobine, quercétine, morine

myricétine,) est attribuée a leurs efficacité d’inhiber la topoisomérase [ et II

(Hodek et al., 2002).

Beaucoup d’efforts ont été fait pour la recherche des inhibiteurs efficaces de la tyrosinase,
I’enzyme clef dans la biosynthése de la mélanine. Les flavonoides présentent le groupe le plus
étudié des polyphénols. Les résultats des travaux de Gao, et ses collaborateurs (2007) ont
montré que les 5, 6,7-trihydroxy-flavones sont utiles en tant qu’agents de dépigmentation.
Plus rarement, les flavonoides peuvent stimuler une activité enzymatique : c'est le cas de la

proline-hydroxylase (Bruneton, 1999).

2-7-4-4/ Activité anti-tumorale :

La plupart des flavonoides sont in vitro, antimutagénes ; au contraire, quelques
flavonols sont sur les mémes modéles mutagenes et un petit nombre d'entre eux sont anti-
cancérogenes et inhibiteurs de la croissance des cellules tumorales in vitro (Bruneton, 1999).
Les effets anti-carcinogenes de la quercétine et d'autres flavonoides deviennent de plus

en plus évidents (Hollman et al., 1996).

(Tieppo et al., 2007) ont demontreé que la quercétine n’était pas génotoxique et en
revanche elle a augmenté la stabilité genomique chez les rats ayant une cirrhose
biliaire induit par la ligature cholagogue. En plus de l'activité anti-oxydante
(Li et Jiang., 2007) ont observé une activité anticancéreuse, pour I'épicatéchine,

procyanidine B2, procyanidine B4 de la fraction d'acétate d’éthyle des extraits du litchi.
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2-7-4-5/ Effets cardiovasculaires :

Récemment, beaucoup d'études se sont concentrées sur les effets cardiovasculaires des
flavonoides. Les rapports épidémiologiques ont démontré que les gens peuvent avoir une
incidence plus limitée en maladies du cceur, s'ils ont une ingestion diététique élevée en
flavonoides (Xu et al., 2007). Parmi les 17 flavonoides examinés par Xu et ses collaborateurs
(2007), les agents de relaxation vasculaires les plus efficaces sont 1’apigénine, lutéoline,
kaempferol et la génisteine. Cette relaxation est attribuée a I'action directe des flavonoides sur

le muscle lisse vasculaire.

2-7-4-6/ Autres propriétés :

Des flavonoides ayant une activité antivirale ont été identifiés depuis 1940, mais des
tentatives ont été faites récemment, pour faire des modifications synthétiques pour améliorer

leur activité antivirale.

La quercétine, morine, rutine, dihydroquercétine, dihydrofisetine, leucocyanidine,
apigénine, catéchine, hespéridine et la naringine possédent une activité antivirale contre 11
types de virus. L'activité antivirale semble étre associée aux composés non glycosylés et
I’hydroxylation en position 3 est apparemment nécessaire a cette activite (Middleton et al.,
2000). Les flaviennes et quelques dihydroflavonols empéchent la croissance du
Streptococcus mutans et Streptococcus sobrinus.

Lahouel et ses collaborateurs, (2004) ont évalué I’effet des flavonoides donnés par voie
orale pendant 14 jours, vis-a-vis la toxicité hématologique et hépatique du cyclophosphamide
et de la vinblastine, ainsi que la toxicité hépatique du paracétamol. Chez les rats prétraités

par les flavonoides il apparait une nette amélioration dans les effets toxiques.

La quercétine et la rutine une fois administrée oralement aux souris hyper-uricémique
induits par 1’oxonate de potassium, réduisent les niveaux d'acide urique dans le sérum, mais
avec un profil pharmacologique partiellement différent de celui de Iallopurinol. Ces
effets hypo-uricémiques sont partiellement dus a l'inhibition des activités de laxanthine
déshydrogénase et la xanthine oxydase XDH/XO (Zhu et al., 2004).
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Selon (Tieppo et al., 2007) la quercétine et les flavonoides protégent contre les
cataractes diabétiques, empéchent I'agrégation plaquettaire et I'oxydation des lipoprotéines de
faible densité (LDL). Les flavonoides peuvent étre des : antispasmodiques, hypocholestéro

Ieémiants, diurétiques, (Bruneton, 1999), analgésiques (Gonzalez-Trujano et al., 2007).

Quelques flavonoides montrent également une variété d'effets biologiques tels qu'anti-
inflammatoire, antiallergique, ainsi que la capacité de stimuler le systéeme immunitaire
(Merken et Beecher, 2000). Cependant, tous les flavonoides n’ont pas des activités
nécessairement intéressantes. Quelques flavonoides ont des effets mutagenes et / ou pro-
oxydant (Hodek et al., 2002).

2-7-5/ Roles des flavonoides chez les plantes

Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des végétaux. Ils sont
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Quand ils ne sont

pas directement visibles, ils contribuent a la coloration par leur r6le de co-pigments.

Dans certains cas, la zone d'absorption de la molécule est située dans le proche ultraviolet :
la coloration n'est alors percue que par les insectes qui sont ainsi efficacement attirés et
guidés vers le nectar et donc contraints a assurer le transport du pollen (Bruneton., 1994). On
peut également noter que les flavonoides, en repoussant certains insectes par leur go(t

désagréable, peuvent jouer un rdle dans la protection des plantes.

Les flavonoides montrent d’autres propriétés intéressantes dans le controle de la croissance
et du developpement des plantes en interagissant d’une maniére complexe avec diverses
hormones végétales de croissance. Certains d’entre eux jouent également un rdle de
phytoalexines, ¢’est -a-dire des métabolites que la plante synthétisent en grande quantité pour

lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries (Marfak., 2003).
De plus ils sont impliqués dans la photosensibilisation, la morphogenése, la

détermination sexuelle, la photosynthése et la régulation des hormones de croissance des
plantes (Lhuillier., 2007).
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2-7-6/ Emplois thérapeutiques des flavonoides :

Une étude clinique a permis de montrer une activité anticancéreuse de la quercétine,
administrée par voie intraveineuse chez des patients atteints du cancer. Le resveratrol
est actuellement en phase I, d’étude clinique pour son utilisation dans le traitement du sida. Il
est également en phase d’études préclinique et clinique pour son utilisation dans le traitement

de divers cancers (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
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1/ Matériel végétal :

L’aubépine monogyne ou Crataegus monogyna est une plante médicinale utilisée en
phytothérapie et inscrite a la pharmacopée pour ses propriétés sedatives, vasoconstrictrices et
antioxydantes (Bahorun, 1997). Les parties végétales utilisées dans cette étude sont les
feuilles et les fleurs de Crataegus monogyna. Nous avons choisi cette plante car d’apres la
littérature, elle est trés reconnue par sa richesse en composes phénoliques et flavonoides. Les
feuilles ont été récoltées en janvier 2015 tandis que les fleurs ont été cueillies durant la
période de floraison en Avril 2015 a I’université constantine-1, les feuilles ont été séchées a
I’abri de la lumiére solaire et a une température ambiante alors que les fleurs ont été séchées

dans I’étuve a 40 °C pendant 20 heures.

2/ Le screening phytochimique :

Ce sont des techniques qui permettent de déterminer les différents groupes chimiques
contenus dans un organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent
d'identifier la présence des substances chimiques (Hamidi., 2012).

Un poids bien déterminé de la matiére végétale séche (feuilles et fleurs) a été broyé

grossierement dans un moulin électrique.
2-1/ L’extrait végétal hydro-alcoolique :
4+ On met dans deux erlenmeyers (le 1" pour les fleurs et le 2°™ pour les feuilles) :
% 79 du matériel vegétal.

% Extrait méthanolique, 100 ml de MeOH/eau (70/30).

% Filtration de I’extrait méthanolique apres 24 h.

2-1-1/ Le screening phytochimique des flavonoides :
2-1-1-1/ Test de bate-smith (test de flavan3, 4diols):

+ On met dans quatre tubes 2 ml de I’extrait hydro-alcoolique (hydro-

méthanolique) dont :
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/7

*

X/ X/ /7 X/ X/
> °e °e X °e °e

/7

*

Dans le 1" tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique des fleurs (Témoin -).
Dans le 2°™ tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique des fleurs.

Dans le 3*™ tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique des feuilles et on note
(Témoin -).

Dans le 4°™ tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique des feuilles.
Additionner dans les tubes 2 et 4 I’HCI concentré (0,5ml).

Porter au bain marie pendant 30 minutes.

L’apparition d’une coloration rouge dénote la présence de Leucoanthocyanes qui sont

des dériveés des flavan-3,4-diols (Bruneton., 1993).

2-1-1-2/ Test de Wilstater (test de flavonols et flavanones) :

On met dans les 4 tubes 2.5 ml de I’extrait hydro-méthanolique dont :

Dans le 1" tube met 2.5 ml de I'extrait hydro-alcoolique des fleurs (Témoin -).

Dans le 2°™ tube on met 2.5 ml de I'extrait hydro-alcoolique des fleurs.

Dans le 3*™ tube on met 2.5 ml de I'extrait hydro-alcoolique des feuilles (Témoin -).
Dans le 4°™ tube on met 2.5 ml de I'extrait hydro-alcoolique des feuilles.

Dans les tubes 2 et 4 on met 0.5 ml de I’HCI concentré.

On ajoute tout doucement quelques fragments de magnésium, on laisse agir sous la
hotte.

L apparition d’une couleur qui vire vers le rouge pourpre (Flavonols) ou le rouge
violacées (Flavonones et Flavonols) confirme I’existence des flavonoides
(Bruneton., 1993).

2-1-2/ Le screening phytochimique des Tannins :

+ On met dans les huit tubes 2 ml de I’extrait hydro-méthanolique dont :

Série « 01 »:

R/
A X4

7
L X4

« Dans le

Dans le 1" tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique des fleurs (Témoin -).
Dans le 2°™ tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique des fleurs.

3*™ tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique des feuilles (Témoin -).
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R/
L X4

Dans le 4°™ tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique des feuilles.

Série « 02 »:

R/
A X4

R/
L X4

/7
*

X/ X/
> °e °e

/7

*

X/

Dans le 1" tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique des fleurs (Témoin -).
Dans le 2°™ tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique des fleurs.

Dans le 3°™ tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique des feuilles (Témoin -).
Dans le 4°™ tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique des feuilles.
Additionner 4 a5 gouttes de gélatine & 1% dans les tubes 2 et 4 de la Serie « 01 ».
Additionner 4 a5 gouttes de (FeCls en solution méthanolique) dans les tubes 2 et 4 de
la série Serie « 02 ».

La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en
présence de tanins catéchiques (Dohou et al., 2003), avec précipitation dans les tests

de gélatine.

2-2/ L’extrait végétal étherique :

+*

X/ X/
° °

DS

On met dans deux erlenmeyers (le 1" pour les fleurs et le 2°™ pour les feuilles) :
79 du matériel végétal (Broyée).
30 ml éther de pétrole.

Filtration de I’extrait étherique aprés 24 h.

2-2-1/ Le Screening phytochimique des Quinones :

On met dans les 4 tubes 2 ml de 1’extrait étherique dont :

Dans le 1" tube on met 2 ml de I'extrait étherique des fleurs (Témoin -).

Dans le 2°™ tube on met 2 ml de I'extrait étherique des fleurs.

Dans le 3°™ tube on met 2 ml de I'extrait étherique des feuilles (Témoin -).

Dans le 4°™ tube on met 2 ml de I'extrait étherique des feuilles.

On a ajouté NaOH 10% dans les tubes 2 et 4.

Aprés agitation, 1’apparition d’une coloration qui vire au jaune, rouge ou violet de la

phase aqueuse confirme la présence des quinones (Ribérreau,, 1968).
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2-2-2/ Le Screening phytochimique des coumarines :

X/
L X4

5ml d’extrait éthérique obtenu apres une macération pendant 24 heures, apres
évaporation a I’air libre

Le résidu a été repris avec 2 ml d’eau chaude.

La solution est partagée entre 2 tubes a essai.

La présence de coumarines est révélée apres ajout dans 1’un des tubes de 0.5m

NH,OH a 25% et observation de la fluorescence sous une lampe UV a 366 nm.

Une fluorescence intense dans le tube ou il a été ajouté I’ammoniaque indique la présence de

coumarines (Bouzid., 2009).

2-3/ L’extrait végétal chloroformique :

4+ On met dans deux erlenmeyers (le 1" pour les fleurs et le 2°™ pour les feuilles) :

X/
L X4
X/
L X4

7
°e

4g du mateériel végétal (Broyée).
50 ml chloroforme et éther de pétrole (40/10).

Filtration de I’extrait chloroformique apres 24 h.

2-3-1/ Screening phytochimique des Anthraquinones :

+ On met dans les 4 tubes 2 ml de I’extrait chloroformique dont :

*

Dans le 1" tube on met 2 ml de I'extrait chloroformique des des fleurs (Témoin -).

Dans le 2°™ tube on met 2 ml de I'extrait chloroformique des fleurs.

Dans le 3°™ tube on met 2 ml de I'extrait chloroformique des feuilles (Témoin -).

Dans le 45

On ajoute KOH 10% dans les tubes 2 et 4.

tube on met 2 ml de I'extrait chloroformique des feuilles.

Apres agitation, la présence des Anthraquinones est confirmée par un virage de la
phase aqueuse en rouge (Rizk., 1986).
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2-4/ L’extrait végétal de ’acide sulfurique :

4+ On met dans deux erlenmeyers (le 1" pour les fleurs et le 2°™ pour les feuilles) :

% 0,2 g du matériel végétal (Broyée).
% 10 ml de I’acide sulfurique.

+ Agitation pendant 2 minutes, et filtration.

2-4-1/ Screening phytochimique des Alcaloides :

+ On met dans les 4 tubes 2 ml de I’extrait végétal de 1’acide sulfurique dont :

Série « 01 » :

% Dans le 1" tube on met 2 ml de I'extrait de I’acide sulfurique des fleurs (Témoin -).

< Dans le 2™ tube on met 2 ml de I'extrait de ’acide sulfurique des fleurs.

% Dans le 3°™ tube on met 2 ml de I'extrait de ’acide sulfurique des feuilles (Témoin -).

% Dans le 4™

Série « 02 » :

tube on met 2 ml de I'extrait de I’acide sulfurique des feuilles.

% Dans le 1" tube on met 2 ml de I'extrait de I’acide sulfurique des fleurs (Témoin -).

X/
*

% Dans le 2°™ tube on met 2 ml de I'extrait de I’acide sulfurique des fleurs.

>

3éme

K/
*

Dans le tube on met 2 ml de I'extrait de 1’acide sulfurique des feuilles (Témoin -).

D)

>

4éme

K/
*

Dans le tube on met 2 ml de I'extrait de 1’acide sulfurique des feuilles.

D)

X4

2éme 4éme

X/

% Dans le etle tube on met 5 gouttes de réactif de Mayer. (série 1)

X4

2éme 4éme

o%

Dans le etle tube on met 5 gouttes de réactif de Dragendorff. (série 2)

>

K/
*

La présence des alcaloides est constatée par des réactions de précipitation avec les

)

révélateurs généraux
v' Blanc jaunatre dans le premier tube.
v Orange dans le deuxieme tube (Chenni., 2010).
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3/Extraction :

Les extraits éthanoliques ont été obtenus par trois macérations successives et agitation du
matériel végétal dans un mélange éthanol/eau (80/20 : v/v) avec renouvellement du solvant
chaque 24h a une température ambiante. Le rapport solvant/matériel végétal utilisé était de
10/1 (ml/g). Aprés une décantation de 24h, la phase aqueuse limpide a été ensuite recupéree,
filtré et évaporé a sec a 1’aide d’un évaporateur rotatif a 40°C et le résidu sec est repris dans
100 ml d’eau distillée bouillante. La solution hydroalcoolique obtenue apres filtration a subi

une extraction liquide-liquide avec les solvants organiques suivants :

v’ Affrontement par Ether de pétrole « 1 »
v’ Affrontement par Ether di éthylique « 2 »
v’ Affrontement par Acétate d’éthyle « 3 »

«1l» «2» «3»

Figure 18 : Les affrontements dans les ampoules & décanter

Ces affrontements se font dans des ampoules a décanter, la phase aqueuse et le solvant
(v/v) sont mélangés énergiquement en laissant sortir a chaque fois les gaz des produits, apres
un repos d’une demi heure on récupere séparément la phase aqueuse et le solvant utilisé
chargé de ses composés spécifiques. La phase chargée des molécules spécifiques sont
récupérées séparéement et les différentes phases récupérées (Ether diéthylique, Acétate
d’éthyle, phase eau résiduelle) sont évaporées a sec puis reprises par 10 ml du méthanol, les
extrait obtenus sont ensuite stockés a une température ambiante jusqu’a leur utilisation pour le
diagnostic chromatographique, pour la réalisation des dosages et la détermination des activités
biologiques notamment I’activité antioxydante (Zeghad., 2009).
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Matériel végétal broye

3 Macérations: Ethanolieau (80/20)
renouvelement du solvant chaque

24K

affrontement par |'ether de pétrole

poudre vegetale
extraits reunis
phase acueuse
phase ether de petrole
phase Ether diethylique
phase Acétate dethyle

affrontement par Ether diéthylique

affrontement par Acétate déthyle

phase aqueuse résiduelle

Figure 19 : Protocole d’extraction des flavonoides
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4/Chromatographie analytique sur couche mince :

4-1/ Principe :

Cette methode se repose sur la séparation des différents constituants d’un extrait selon
leur force de migration dans la phase mobile qui est en général un mélange de solvants
adaptés au type de séparation recherché, et leur affinité vis-a-vis la phase stationnaire qui peut
étre un gel de polyamide ou de silice. Elle nous permet d’avoir les empreintes

du contenu polyphénolique et/ou flavonique de 1’extrait (Mahdjar., 2013).

4-2/ Protocole :

La fraction est déposée sous forme de bande fine sur la plaque, qui sera placée par la suite
dans une cuve muni d’un support, contenant la phase mobile. Le systéme solvant utilisé
(butanol / acide acétique /eau) (40/10/10) est choisi aprés plusieurs essais. Apres le
développement et le séchage du chromatogramme, les bandes séparées sont marquées et

délimitées dans une chambre noire sous la lumiére UV a 254 et 365 nm.

5/ Dosage des composés phenoliques :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique de folin-

ciocalteu.

5-1/ Principe :

La teneur polyphonique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec
spectrophotomeétre UV-VIS en utilisant d’essai de folin-demis ou généralement folin-
ciocalteu. Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif acide
phosphotungstiqgue phosphomolybdique (réaction de folin) dans une solution alcaline
(Vuorela., 2005).
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Brievement des extraits ont été ajoutés a de réactif de folin-ciocalteu dilué, les
solutions ont été mélangeées et incubées pendant quelques minutes. Apres une incubation,
une solution de Bicarbonate de Sodium Na,CO; a été ajoutée. Le mélange final a été secoué
et puis incubé pendant 2 heures dans I’obscurité a température ambiante .L’absorbance de

tous les extraits a été mesurée par un spectrophotometre UV-Vis.

5-2/Protocol :

Le contenu des composes phénoliques de nos extraits est estimé par la méthode de Folin
ciocalteu (Adesegun et al., 2007).

x4 1ml d'extrait de I'échantillon

% 5ml du réactif de Folin ciocalteu (dilué dix fois)

X/

% 4ml d'une solution de bicarbonate de sodium (0.7M)

>

R/
*

Agiter vigoureusement

K/

% Incuber pendant 2h a une température ambiante

% Lire l'absorbance a 765 nm, le total des composés phénoliques est déterminé selon
I'équation suivante T=C.V/M

T : Représente le total des composés phénoliques (g Equivalent Acide Gallique / 100 g de

matiére séche de la plante)

C : Concentration d’extrait éthanolique équivalente a 1’acide tannique, obtenue a partir de la

courbe d'étalonnage (mg/ml)

V : le volume d'extrait éthanolique (ml)

M : poids de la matiére séche de la plante (g).
5-3/ Expression des résultats :

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’equation de régression
de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon 1’acide gallique et exprimée en

microgrammes d’équivalents d’acide gallique par gram d’extrait sec de la plante ou 100 g de
la matiére seche de la plante.
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6/ Dosage des flavonoides :

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) est utilisée pour quantifier les flavonoides

dans nos extraits.

6-1/ Protocole du dosage des flavonoides par AIClI; :

Les flavonoides contenus dans les extraits éthanoliques du (Crataegus monogyna) sont
estimes par la méthode d'AlICIs (Ayoola et al., 2008).
% 1ml d'une solution éthanolique d'AlICIs (2%) est rajouté a 1ml de I'extrait de la
plante.
% Aprés 30 minutes d'incubation a une température ambiante, I'absorbance du
mélange est lue a 420 nm, la quercétine est utilisée comme un standard, la quantité
des flavonoides est estimée en g Equivalent Quercétine /100g de matiere séche de la

plante.

6-2/ Expression des résultats :

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage
linéaire (y=ax+b) réalisé par standard étalon la quercétine a différentes concentrations (0.01-
0.1 mg/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en g

d’équivalent de quercétine par 100 grams de matiére séche de la plante.

7/ Activité antioxydante des extraits hydroalcoliques

Les antioxydants naturels sont présents dans 1’alimentation ; pour la plupart se sont des
composés phénoliques qui possédent au moins un noyau aromatique, contenant un ou
plusieurs substituants, en effet cette propriété antioxydante est en relation directe avec la
structure de ces molécules (Cosio et al., 2006). La surproduction des radicaux libres dans
I’organisme et le déficit du systtme de défense endogéne peuvent engendrer de diverses

pathologies ; cancer, vieillissement....etc.
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Actuellement, La recherche vise a renforcer ces defenses endogénes par des substances
naturelles issues des plantes, qui sont douées des propriétés antiradicalaires. Le radical libre
DPPH a permis I’estimation de 1’activité antioxydante des composeés isolés et identifiés, dont
le DPPH est un radical synthétique de couleur violette qui vire vers le jaune quand il est capté
par les produits flavoniques testés. L’intensité de la couleur jaune reflete la capacité
antiradicalaire de la molécule, et dépend de la nature, la concentration et la puissance de cette
molécule. (Madi., 2010).

7-1/ Test au DPPH :

C’est une activité du balayage des radicaux libre qui a été mesurée en employant le
radical libre stable DPPH (C18H12NsOs), c’est 1’'un des principaux essais employés pour

explorer ’utilisation des extraits d’herbe comme antioxydants (Markowicz et al., 2007).

7-2/ Principe :

En présence des piégeurs de radicaux libre, le DPPH 2.2 diphenyl 1 picryle hydrazyl
de couleur violette se réduit en 2.2 diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune
(Maataoui et al., 2006 ).

N,O
Forme libre du DPPH

O:N O N N

N2.O

N.O

Forme réduite du DPPH

ON O N N

N.O

o ©O @

Figure 20 : Forme réduite et libre du DPPH (Mohammedi., 2006)
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DPPH + AH — DPPH-H + A (Celiktas et al., 2007 ).

L’activité antiradicalaire de ces extraits est mesurée selon la methode decrite par
(ES -Safi et al., 2007).

»  2.5ml de I’extrait a tester

»  2.5ml d’une solution méthanolique de DPPH (0.004%)

>  La densité optiqgue DO est mesurée par le spectrophotometre SHIMADZU a 517
nm, apres 30 minutes d’incubation a une température ambiante et a I’obscurité, la
décroissance de I’absorbance est convertie en pourcentage d’activité Scavenger selon

I’équation suivante :

Activité Scavenger (%) = (A contréle —A échant / A contrdle) x 100

A contrdle : Absorbance du contréle
A échant : Absorbance des flavonoides testés
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Chapitre 04

Résultats et discussion

1/ Les résultats du screening phytochimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés

existantes dans

les feuilles et les fleurs de Crataegus monogyna par des réactions

qualitatives. La détection de ces composes chimiques est basée sur des réactions de

précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique ou un examen sous la

lumiére ultraviolette. Les tests de caractérisation phytochimique, réalisés sur les différents

extraits contenant des substances naturelles, ont donné les résultats que nous présentons dans

le tableau et les figures ci-dessous.

Tableau 09 :

secondaires contenus dans les feuilles et les fleurs de Crataegus monogyna

Résultats des réactions de caractérisation des principaux métabolites

Composés recherchés

Feuilles de Crataegus monogyna

Fleurs de Crataegus monogyna

Présence/absence | Coloration Présence/absence | Coloration
Flavonoides ++ Rouge +++ Rouge
(flavan3,4diols) pourpre
Flavonoides (flavonols +++ Rouge +++ Rouge
et flavanone) violacée pourpre
Tannins (test de +++ Forte + Précipitation
Gélatine) précipitation
Tannins (test de +++ Vert noir ++ Vert
FeCls3)
Quinones - / - /
Coumarines ++ Bleue +++ Bleue
Anthraquinones - / - /
Alcaloides (test de + Jaune orangée ++ Blanche
Mayer) + précipitation jaune +

précipitation

Alcaloides (test de ++ Orange + +++ Orange +

Dragendroff)

précipitation

précipitation

(-) Résultat négatif, (+) Résultat faiblement positif, (++) Résultat positif, (+++) Résultat

fortement positif.
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@ )

Figure 21 : Résultats de screening phytochimique des flavonoides (test de Bath-Smith) type,

(©)) “@

flavan3,4 diols chez les feuilles et les fleurs de Crataegus monogyna. (1) : témoin négatif,

(2) : extraits hydroalcoolique de fleurs, (3) : témoin négatif, (4) : extrait hydroalcoolique de

@ @

Figure 22 : Résultats de screening phytochimique des flavonoides (test de Wilstater) type,
flavonols et flavanones chez les feuilles et les fleurs de Crataegus monogyna. (1) : témoin

négatif, (2): extraits hydroalcoolique de fleurs, (3): témoin négatif, (4): extrait

feuilles.

(&) )

hydroalcoolique de feuilles.

50



Chapitre 04 Résultats et discussion

(¢5) @) A) (C))

Figure 23 : Résultats de screening phytochimique des tannins (test de Gélatine 1%) chez les
feuilles et les fleurs de Crataegus monogyna. (1): témoin négatif, (2): extraits

hydroalcoolique de fleurs, (3) : témoin négatif, (4) : extrait hydroalcoolique de feuilles.

) @ (&) “@

Figure 24 : Résultats de screening phytochimique des tannins (test de FeCls) chez les feuilles

et les fleurs de Crataegus monogyna. (1) : témoin négatif, (2) : extraits hydroalcoolique de

fleurs, (3) : témoin négatif, (4) : extrait hydroalcoolique de feuilles.
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(¢} @ (&) (CONNN
Figure 25 : Résultats de screening phytochimique des quinones chez les feuilles et les fleurs
de Crataegus monogyna. (1) : témoin négatif, (2) : extraits étherique de fleurs, (3) : témoin
négatif, (4) : extrait de feuilles.

a @ &) “
Figure 26 : Résultats de screening phytochimique des anthraquinones chez les feuilles et les
fleurs de Crataegus monogyna. (1) : témoin négatif, (2) : extraits Chloroformique de fleurs,
(3) : témoin négatif, (4) : extrait Chloroformique de feuilles.
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(¢)) @ “@

Figure 27 : Résultats de screening phytochimique des alcaloides (test de Mayer) chez les

(&)

feuilles et les fleurs de Crataegus monogyna. (1) : témoin négatif, (2) : extrait sulfurique de
fleurs, (3) : témoin négatif, (4) : extrait sulfurique de feuilles.

) (&)

Figure 28 : Résultats de screening phytochimique des tannins (test de Dragendroff) chez les

S @

feuilles et les fleurs de Crataegus monogyna. (1) : témoin négatif, (2) : extraits sulfurique de
fleurs, (3) : témoin négatif, (4) : extrait sulfurique de feuilles.
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Fleurs Feuilles

Figure 29 : Résultats du screening phytochimique des coumarines sur la plaque de Silice.

D’apres les résultats du screening phytochimique nous constatons que :
Aucun de nos extraits ne contient ni de quinones ni d’anthraquinones, tandis que ces méme
extraits des feuilles et des fleurs de Crataegus monogyna contiennent des flavonoides types
flavan3,4diols, flavonols, flavanones, des tannins et des coumarines en quantités trés
importantes par rapports aux autres métabolites secondaires. Nous avons aussi noté la
présence des alcaloides en quantités importantes dans 1’extrait des fleurs plutét que dans
celui des feuilles. Ces résultats confirment que les substances chimiques détectées dans les
extraits hydroalcooliques des feuilles et des fleurs de Crataegus monogyna sont conformes
aux travaux de (Bouzid., 2009) qui ont constaté la présence des flavonoides, des tanins et

des coumarines dans cette plante.

2/ Extraction :

La présente etude a pris les feuilles et les fleurs de Crataegus monogyna comme matériel
végétal, aprés une macération, extraction, évaporation, les macéras sont soumis a une
décantation a froid pour les partitions entre solvants. Les fractions aqueuses sont soumises a
des affrontements par 1’éther de pétrole, I’éther diethylique, acétate d’éthyle, apres

évaporation a sec on a obtenu les phases suivantes :
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+« Phase Ether de pétrole : I’intérét de 1’utilisation de 1’éther de pétrole est d’éliminer
les pigments chlorophylliens, caroténoides et les lipides ; et tous les composés non
phénoliques ainsi que toutes les impuretés.

« Phase Ether diéthylique : permet de retenir les composeés phénoliques simples tels
que les acides phénols et les flavones lipophyles.

% Acétate d’éthyle : entraine les aglycones, les mono-O-glycosides et partiellement les
di-O-glycosides.

Les extraits des trois phases des feuilles et des fleurs de Crataegus monogyna sont repris
avec un petit volume du méthanol pour le diagnostic du CCM, et pour I’étude d’une activité

biologique importante ; activité antioxydante vis-a-vis du radical libre DPPH.

3/ La chromatographie sur couch mince (CCM) :

Les extraits des phases acétate d’éthyle, éther diéthylique et aqueuse ont été choisies car
ils soutiraient plus de flavonoides, les chromatogrammes contenant les différents spots
visualisés sous UV a 254 nm et 365 nm et leurs Rf sont présentés dans les figures et les

tableaux ci-dessous.

Visible UV 254 nm UV 365 nm

Ac Etdi eau Ac Etdi eau Ac Etdi eau

Figure 30: CCM analytique représentative des flavonoides des feuilles de Crataegus
monogyna développée dans le systéme solvant (butanol / acide acétique /eau) (40/10/10)
ml Ac : Phase acétate d’éthyle, Et di : Phase Ether diéthylique, Eau : Phase eau.
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Visible UV 254 nm UV 365 nm

Ac Etdi eau Ac Etdi eau Ac Etdi eau

Figure 31: CCM analytique représentative des flavonoides des fleurs de Crataegus
monogyna développée dans le systéme solvant (butanol / acide acétique /eau) (40/10/10)
ml. Ac : Phase acétate d’éthyle, Et di : Phase Ether diéthylique, Eau : Phase eau.

Tableau 10 : comportement chromatographique des phases Acétate d’éthyle, Ether
diéthylige, aqueuse des feuilles et des fleurs de Crataegus monogyna sur plaque de Silice dans
le systeme solvant (butanol / acide acétique /eau) (40/10/10) ml .

Feuilles
Phase Acétate d’éthyle Phase Ether diéthylique Phase aqueuse
Coloration de Rf Coloration de Rf Coloration de Rf
spot a 365nm spot a 365nm spot a 365nm
/ - / - Noir 0,13
/ - / - Noir 0,19
Gris 0,25 / - Noir 0,25
Gris 0,55 / - Bleu violace 0,49
/ - / - Bleu 0,59
/ - Gris 0,69 / -
/ - / - Gris 0,71
Noir 0.74 Gris 0,84 Violet 0,75
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Noir 0,94 Aubergine 0,93 noir 0,79
Fleurs
Phase Acétate d’éthyle Phase Ether diéthylique Phase aqueuse
Coloration de Rf Coloration de Rf Coloration de Rf
spot a 365nm spot a 365nm spot a 365nm
Gris 0,23 Gris 0,22 Gris 0,42
/ - / - Bleu 0,49
/ - / - Bleu 0,53
Gris 0,57 / - Bleu 0,59
/ - / - Bleu 0,62
Noir 0,73 Gris 0,73 0,72
Noir 0,84 / - 0,77
Violet 0,92 Noir 0,87 Gris 0,83
Aubergine 0,93 Aubergine 0,93 / -

Rf : rapport frontale qui correspond au rapport de la distance parcourue par une molécule sur la distance
parcourue par la phase mobile c'est-a-dire le front du solvant.

Cette technique nous informe sur le contenu en polyphenoles et en particulier en
flavonoides des phases analysées, dont les extraits correspondants sont analysés par la CCM
sur plaque de Silice en présentant sous UV a 254 nm et 365nm des taches sombres de
couleur allant du bleu, violet ou violet aubergine, ce qui dévoile la richesse de nos
extraits en composés phénoliques et particulierement en flavonoides. La couleur
violette-sombre (Aubergine) nous permet de supposer que ce sont principalement des
flavonoides de type flavones (Lahouel., 2004).

Selon Paris et Moyse en 1976, dans le system BAW (butanol/acide acétique/eau)
(40/10/10), les spots dont les Rf sont inferieurs a 0.5 pourraient étre des
flavonoides. Et comme nous avons utilisé le system solvant BAW en peut dire que les feuilles

et les fleurs de Crataegus monogyna sont riches en flavonoides

4/ Dosage des polyphénoles totaux :

L’estimation quantitative des polyphénols totaux en équivalent d’acide gallique, des
extraits hydroalcooliques des feuilles et des fleurs de Crataegus monogyna a été réalisée par

la méthode de Folin Ciocalteu (Adesegun et al, 2007). L’acide gallique a été utilise comme
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standard pour tracer une courbe d’étalonnage a des concentrations allant de 0 a 0.1 mg/ml.
Les quantités des polyphenoles correspondantes ont été rapportées en gram équivalent
de I’étalon utilisé par 100 gramme de la matiere seche de la plante (g Equivalent Acide

Gallique / 100 g de matiere séche de la plante) déterminés par 1’équation de type y= ax+b.

1,2 -

1 —
E
0 0,8 y=10,475x+ 0,0365
~ Rz =0,9844
T
3 06 -
=
T
=
Q 0,4 -
E=]
<T

0,2
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0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Concentrations (mg/mil)

Figure 32: La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Selon les résultats on distingue que les extraits hydroalcooliques des feuilles et des fleurs
de Crataegus monogyna sont trés riches en composés polyphénoliques dont les teneurs
obtenus sont :

v 0.146+ 0,033 g équivalent acide gallique/100 g de matiére séche des fleurs de la
plante pour I’extrait hydroalcoolique des fleurs de Crataegus monogyna.

v' 1.01+ 0,010 g équivalent acide gallique/100 g de matiere seche de feuilles de la
plante pour I’extrait hydroalcolique de Crataegus monogyna.

En effet, la teneur en polyphénols n’est pas stable, et se differe d’une plante a une autre
et aussi entre les fleurs et les feuilles de la méme plante, ce qui est le cas de Crataegus
monogyna. Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante
a une autre et d’un organe a un autre, cela peut étre d0 a plusieurs facteurs : facteurs
climatiques, patrimoine génétique, le stade de développement de la plante et son degré de
maturation, la période de sa récolte, la durée de stockage, la méthode d’extraction et la
méthode de quantification des composés d’intérét biologique (Aganga, 2001 ; Pedneault et
al.,2001 ; Fiorucci, 2006).
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Figure 33 : Teneur en polyphénols des extraits hydroalcooliques des feuilles et des fleurs de

Crataegus monogyna.

5/ Dosage des flavonoides :

Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé selon la méthode au trichlorure

d’aluminium (Ayoola et al., 2008). Les quantités des flavonoides correspondantes ont été

rapportées en gramme équivalent de Quercétine par 100 gramme de matiére seche de la

plante (g Eq Q/100 g) déterminées par 1’équation de type y= ax+b.
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o
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o
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.
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Figure 34 : La courbe d’étalonnage de la quercétine.

La teneur en flavonoides des extraits hydroalcooliques des feuilles et des fleurs de

Crataegus monogyna en terme de Quercétine équivalent est de (0.028 £ 0,001 g EqQ /100g)

pour les fleurs et de (0.68+ 0,011 g Eq /100g) pour les feuilles. D’aprés ces résultats on
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constate que les feuilles de Crataegus monogyna sont plus riches en composés
polyphénoliques et en flavonoides que les fleurs de la méme plante. La faible spécificité du
réactif de Folin-Ciocalteu est I'inconvénient principal du dosage colorimétrique, cependant
Nazck et Shahidi, 2004 explique que le réactif du Folin ciocalteu est un réactif non spécifique
est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes d’hydroxyles non seulement celles
des composés phénoliques, mais également de certains sucres, protéines et méme des acides

organiques. (Ali et al, 2014)

La teneur de flavonoides de [’extrait hydroalcoolique des feuilles de Crataegus
pinnatifida, rapporté par (Yoo et al.,2008) In (Bouzid., 2009) est équivalent a 4.07 mg Eq/g
sont plus faibles par rapport & nos résultats, toutefois il est difficile de comparer ces résultats
avec ceux de la bibliographie car 1’utilisation de différentes méthodes d’extraction réduit

la fiabilité d’une comparaison entre les études.

¥
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04 + - u Feuilles

03 1 B Fleurs

021 -~ 0,028
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Figure 35 : Teneur en flavonoides des extraits hydroalcooliques des feuilles et des fleurs de

Crataegus monogyna.
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6/ Test de ’activité antiradicalaire :

L’activité antioxydante de Crataegus monogyna vis-a-vis du radical libore DPPH a été
évaluée spectrophotométriquement & 517 nm en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune. Les résultats du
pourcentage de 1’activité antioxydantes des phases Ether diéthylique (ED) et Acétate d’éthyle
(AE) des feuilles et des fleurs de Crataegus monogyna vis - & - vis du radical libre DPPH
sont illustrés dans le tableau et les figures ci-apres :

Tableau 11 : Pourcentage de 1’activité antioxydante des phases Ether diéthylique (ED) et
Acétate d’éthyle (AE) des feuilles et des fleurs de Crataegus monogyna vis - a - vis du
DPPH.

Concentrations | ED (fleur) | AE (Fleur) | ED (Feuille) | AE (Feuille)

1mg/mi 87,18 % 76,30 % 73,17 % 72,42 %
5mg/ml 8926% | 87,91% 80,04 % 98,59 %
‘,H: 00 - 8718

g 20 76.3 73.17 7242

2 70

-\.ﬁ - ""z

:,E 60 = ED Fleur

‘E jg : B AE Fleur

E 30 _ B ED Feulles

8 m AE Feulles
g 20 {7

g 10 7

£ 0¥ . . .

ED Fleur AE Fleur ED AE
Feulles Feuilles

Figure 36 : Pourcentage de I’activité antioxydante des phases Ether diéthylique (ED) et
Acétate d’éthyle (AE) a une concentration de 1 mg/ml des feuilles et des fleurs de Crataegus

monogyna Vis - a - vis du DPPH.
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Figure 37 : Pourcentage de I’activité antioxydante des phases Ether diéthylique (ED) et
Acétate d’éthyle (AE) a une concentration de 5 mg/ml des feuilles et des fleurs de Crataegus

monogyna Vis - a - vis du DPPH.

Les résultats de I’activité antioxydante ont montré que les phases Ether diéthylique (ED)
et Acétate d’éthyle (AE) des feuilles et des fleurs de Crataegus monogyna avaient montrés de
hautes valeurs de I’activité antioxydante : allant de 89 % a 87 % pour la concentration des
fleurs et de 80% a 98% pour la concentration des feuilles, on suppose que les extraits
présentant plus d’activité antioxydante sont plus riches en composé flavoniques doués d’une
activité de piégeage des radicaux libres dont cette activité est strictement liée a la structure du
composé flavonique lui-méme dont de nombreuses études ont établi la relation entre la
structure et 1’activité antiradicalaire des flavonoides (Amic et al.,2003 ; Marfak, 2003 ;
Sokol-Letowska, 2007) cette structure nécessite trois critéres :

1/ La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B
2/ La double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo
3/ La présence du groupement OH en position 3 et 5 en combinaison avec la double liaison

C2-C3 qui donne une activiteé antiradicalaire maximale.

62



I Conclusion




Conclusion

Conclusion :

Les substances naturelles occupent de plus en plus une place importante de choix en
thérapeutique.  En effet, les plantes médicinales constituent de véritables usines chimiques

dont il faut tirer le maximum de profit.

Le présent travail a porté sur [1’étude qualitative, quantitative et biologique des
extraits hydroalcooliques des feuilles et des fleurs de Crataegus monogyna (Aubépine
monogyne). Le criblage phytochimique basé sur des tests spécifiqgues a permis de
caractériser les flavonoides, les tanins, les coumarines, les alcaloides et les anthraquinones ,
ces métabolites secondaires ont de grandes valeurs thérapeutiques. L’analyse qualitative
des extraits par CCM suppose la présence probable des flavonoides type flavonols, ces
molécules sont considérées comme les composés antioxydants les plus actifs de la famille
des flavonoides. L’estimation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides

totaux dans les extraits analysés montre que sont les plus riches en ces métabolites.

L’activité antioxydante des extraits hydroalcooliques des feuilles et des feuilles de
Crataegus monogyna, Vvis-a-vis du radical libre DPPH révele que les organes sélectionnés de

cette plante possédent un grand pouvoir antioxydant,.

Ces résultats restent préliminaires, il serait donc intéressant de poursuivre les investigations
sur cette plante d’intérét en se focalisant sur la phase Acétate d’éthyle et la phase Ether
diéthylique, les plus riches en composés polyphénoliques et flavoniques, et de faire le
fractionnement et I’ isolement des substances qui peuvent étre responsables de
diverses activités détectées. De plus, il est indispensables de réaliser des études
complémentaires et plus approfondies concernant I’identification des composés
polyphénoliques en général et des flavonoides en particulier, par I’utilisation des méthodes
plus performantes comme HPLC, MS...... ect, et de déterminer de nouvelles molécules
bioactives naturelles ayant la capacité de répondre aux différents problemes de la santé et

d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.
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Résumé

Résumé

L’aubépine monogyne ou Crataegus monogyna est une plante médicinal utilisée depuis
I'antiquité en médecine traditionnelle, reconnue par ses vertus thérapeutiques. Dans ce
contexte, le présent travail porte sur une étude phytochimique des polyphénols et des
flavonoides majoritaires contenus dans les fleurs et les feuilles de cette plante, et une

évaluation de leurs activité antioxydante.

Le criblage préliminaire basé sur des tests spécifiques a confirmé la présence de
substances ayant de grandes valeurs thérapeutiques notamment les flavonoides, les
tannins, les coumarines, les anthraquinones et les alcaloides. L’analyse qualitative des
extraits par chromatographie sur couches minces « CCM » a révélé la présence d’un

certain nombre des composés phénoliques.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu, et
des flavonoides totaux par la méthode au trichlorure d’aluminium AIClz a montré la richesse

des fleurs et des feuilles de 1’aubépine monogyne par ces COmposes.
L’évaluation du pouvoir piégeur des extraits hydroalcooliques vis-a-vis du DPPH
confirme que les feuilles et les fleurs de Crataegus monogyna possedent un pouvoir

antioxydant considérable.

Mots clés : Crataegus monogyna, Polyphénols, flavonoides, Activité antioxydante, DPPH.



Summary

Summary

Hawthorn or Crataegus monogyna is a medical plant used since ancient times in traditional
medicine is recognized by its therapeutic properties. In this context, this work deals with a
study of phytochemical polyphenols and flavonoids in flowers and leaves of this plant, and an

evaluation of their antioxidant activity.

The preliminary screening based on specific tests confirmed the presence of substances
having great therapeutic values such as: flavonoids, tannins, coumarins, anthraquinones and
alkaloids. Qualitative analysis of extracts by thin layer chromatography « TLC » revealed the

presence of many phenolic compounds.

The quantitative estimation of total polyphenols by the Folin-Ciocalteu method, And
total flavonoids by the method of Aluminium chloride “AlCIl3” showed that the flowers and

leaves are very rich in these compounds.
The evaluation of the power scavenging hydroalcoholic extracts by using the DPPH
confirms that the leaves and flowers of Crataegus monogyna possess a great antioxidant

power.

Keywords: Crataegus monogyna, polyphénols, flavonoides, DPPH, antioxidant scavenging.
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