République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de ’Enseignement Sup

Université ABOURBE

ieur et de la Recherche Scientifique

Faculté des Sciences de la Nature et €, des Sciences de la Terre et de 1’Univers
Départemertt de Biologie
Laboratoire de recherche

Antibiotiques, Antifongiques, Physico-chimie : Synthése et Activités Biologiques

Lﬁ;‘é/gﬁ

Mémoire
En vue de I’obtention du diplome de Master en biologie

Domaine : SNV
Filiere : Sciences Biologiques
Specialité Biochimie

Theme :

Présenté par : BENYAHIA Naouel & BENSLIMANE Sarra

Soutenu le 21/06/2022 devant le jury composé de :

Président BOUALI W. MCA Université de Tlemcen
Encadrant BELKACEM N. MCA Université de Tlemcen
Examinateur MEDJDOUB H. MCB Université de Tlemcen

Année universitaire 2021/2022



Tous d’abord nous tenons a remercier le bon Dieu tout puissant et
miséricordieux de nous avoir donneé la force et le courage de mener a bien ce
modeste travalil

On tient a remercier tres sincerement Mme Belkacem N. «maitre de
conférences A» au département de biologie, faculté SNV-STU d’avoir accepté
de nous encadrer, nous la remercions également pour sa disponibilité, sa

patience et pour son degré d'implication dans ce travail

Nous remercions avec gratitude a Mme Bouali W. « maitre de conférence A» au
département de biologie, faculté SNV-STU, d’avoir accepté de présider le jury

de la soutenance.

Nous remercions aussi a Mme Madjdoub H. « maitre de conférences B » au

Département de biologie, Faculté SNV-STU, d’avoir accepté d’examiner ce

travail et de participer a la soutenance de cette mémoire.

Enfin, un grand merci a tous les enseignants du département de biologie qui ont
contribué a notre formation et déployé tant d’efforts pour nous transmettre le

meilleur de leur savoir.

A toutes les personnes qui nous ont aide de proche ou de loin.




Dédicace

Je dédie cet événement marquant de ma vie a la mémoire de mon pere disparu
trop tot. J'espére que, du monde qui est sien maintenant, il apprécie cet
humble geste comme preuve de reconnaissance de la part d’une fille qui a
toujours prié pour le salut de son @me. Puisse Dieu, le tout puissant, I'avoir en
sa sainte miséricorde !

Je dédie aussi ce modeste travail a....

Ma chére mere,

Qui m’a guidée durant les moments les plus pénibles et soutenu tout au long
de mon parcours, et qui a été a mes cotés et elle a sacrifié toute leur vie afin de
me voir devenir ce que je suis. Que dieux vous protege et que la réussite soit
toujours a ma portée pour que je puisse vous combler de bonheur.

Mon cher frere
Merci d’étre toujours a mes cOtés, par votre présence, par votre amour dévoué
et votre tendresse pour donner du goltit et du sens a ma vie .je prie dieu, le tout
puissant, pour qu’il vous donne bonheur et prospérité.

Ma belle sceur
Je n‘oublierais jamais ton soutien les moments d’examens, je ne pourrais
jamais imaginer la vie sans toi.

Mon cher bindéme
Pour son soutien moral, sa patience et sa compréhension tout au long de ce
projet. Je leur souhaite une vie plein du bonheur et de succes.

A tout ce qui ont contribué de loin ou de pres a I’élaboration de ce travail

A tous ceux qui j'aime.

Naouel




Dédicace

A la lumiére de mon chemin : ma mére Amina et mon pére Abdelaziz, pour tous
vos sacrifices innombrables, votre patience et confiance, vous étes et vous
resterez ma référence. Vous avez guetté mes pas par vos prieres et tendresses.
Ce travail est le fruit de votre semence et le ttmoignage de mon amour et ma
grande fierté de vous.

A mes chers freres Mohammed, Mostafa, Yacine et ma belle-seeur IKram pour
leur humour, leurs taquineries et leurs précieux conseils, je vous aime
beaucoup.

Mon cher grand-pere maternel Boudjamaa Mostafa qui m’a donné la
motivation d’exécuter a mon maximum de capacité avant qu’il ne décéde
laissant un vide sombre dans non vie.

Je profite l'occasion pour remercier ma chere amie Naouel de sa contribution
et de sa perséverance aux cours des cing dernieres annees
Je remercie sincérement tous mes camarades pour leur soutien et ma famille
d’avoir fourni une ambiance agréable tout au long de cette étude et surtout ma

tante chérie Fatima qui a toujours été la.

A tous ceux que j’'aime

Merci !




Résume

Le monde végétal est une excellente source de composants actifs, ce qui lui confere une
activité biologique importante ; souvent recherché dans la médecine alternative et le domaine
agroalimentaire pour la conservation des aliments.

Le but de ce travail s’inscrit dans le cadre d’une synthése de quelques travaux sur ’activité
antioxydante de la plante médicinale Crataegus monogyna de la famille des Rosacées, utilisée
localement en médecine traditionnelle, pour ces propriétés thérapeutiques comme reméde
contre les maladies cardiovasculaires.

Les travaux traités sur I’activité antioxydante, montrent que Crataegus monogyna posséde
une puissante activité antioxydante qui est corrélée a la teneur en composés phenoliques, en
proanthocyanidines et plus au moins en flavonoides et anthocyanidines

D’autre part, ces travaux montrent que I’extrait aqueux, éthanolique et surtout méthanolique

ont une activité antioxydante plus puissante

Mots clés : Crataegus monogyna, composition phytochimique, activité antioxydante.
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Introduction générale



Introduction

Depuis D’antiquité a nos jours les plantes médicinales occupantes une place
importante dans 1’arsenal thérapeutique de I’humanité. Selon 1’organisation mondiale de la
santé (OMS), enivrant 80% de la population mondiale dans les pays développés utilisent les
plantes médicinales comme une source pour obtenir une variété de médicaments efficaces et
moins nocifs (Smara, 2014 ; Tawfeeq et Akrayi, 2012 ; Kamatou , 2006).

L’Algérie posseéde une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes
médicinales qui constituent le couvert végétal, se trouve le genre Crataegus, ce dernier est
largement utilisé en industrie, en phytothérapie, en alimentation, en dermopharmacie et en
cosmétologie. Leur intérét est di a la présence de centaines, voire des milliers de composés
métabolites secondaires comme les polyphénols et flavonoides, qui sont surtout illustrés en
thérapeutique (Ngene et al., 2015 ; Aberkane, 2006 ; Bahorun, 1997).

Les extraits d’aubépine monogyne ont été historiquement dérivés des feuilles, des
fleurs et des fruits. Cependant, la plupart des données soutenant l’activité cardiaque de
I’aubépine sont basées sur 1’évaluation des sommités fleuries des plantes (Rietbrock et al.,
2001).

Les especes de C.monogyna sont couramment utilisées en medecine traditionnelle
pour traiter diverses affections telles que les maladies cardiovasculaires, le diabete, cancer,
hypertension artérielle, diarrhée, la néphrite et 1’asthme. D’autre part, les fruits d’aubépine
sont utilisésdans I’industrie alimentaire (confiture, gelée et vin) et méme utiliséscomme
aliments de misére (Belabdelli et al., 2021 ;Mohand, 2006).

En raison de leurs utilisations, les scientifiques ont mené des recherches sur les
propriétés physiologiques et biologiques qui sont attribuées a certains métabolites
secondaires, a savoir ceux qui ont une activité antioxydante (Coimbra et al., 2020).

Pour cela, notre étude vise a faire une synthese bibliographique sur la description de
Crataegus monogyna, sa classification, sa répartition, sa composition chimique, son
utilisation et ainsi d’analyser quelques travaux scientifiques sur I’activité antioxydante de

cette plante.
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Chapitrel Présentation de la plante Crataegus monogyna

1. Introduction

Crataegus monogyna (I’aubépine monogyne) couramment appelés aubépine a un
style, est une espéce végétale qui appartient a la famille des rosacées avec environ 250
espéces actuellement, la plante de cette famille présente une grande variété morphologique et
une tendance eévolutive marquée. Souventutilisée comme une plante médicinale en
phytothérapie et méme comme une plante ornementale (Berkane, 2017; Kashyap et al.,
2012 ; Mohand, 2006 ;Bahroun ,1997).

Le nom de genre crataegus désignant en latin (crataegon) on (crataegos), il provient de
mot grec cratos : allusion a la dureté de bois et monogyna souligné la particularité de sa fleur
a n’avoir qu’un seul ovaire (un seul pistil) (Brosse, 2000).

L’aubépine monogyne pousse a tous les terrains surtout dans les zones a une 1’altitude
comprise entre 30° et 50°, elle a une préférence pour les sols calcaires et se satisfait plus secs.
Cette espece tolere les endroits ensoleilles et vit avec toutes les rigueurs du climat (Yal¢in
Dokumaci, 2021 ;Amor, 2018 ; Pierre, 2006 ; Aymonin, 1993).

Figure 1 : Arbre de Crataegus monogyna

(www.answers.com/topic/crataegus-1)
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2. Description botanique

L’aubépine est un arbuste trés épineux et vigoureux, de taille moyenne 4 a10 métres
de hauteur. Elle est de forme compacte globuleuse et est une essence héliophile qui s’adapte a
de nombreux terrains (Gire, 2000 ; Aymonin, 1993).

2.1 Rameaux

Les rameaux sont ligneux, épineux, ont un diamétre de 1 a 2,5 mm, prend une
couleur brune foncée, avec écorce lisse et écailleuse (Hamdaoui, 2018).

2.2 Feuilles

Les feuilles sont alternées, pétiolées a petite stipule souvent caduque, plus ou moins
profondément lobées, ont un bord légérement denté ou presque entier, pennatiséquées et
divisées en 3 a 5 lobes acuminés. Elles sont glabres ou portent seulement des poils isolés
(Hamdaoui, 2018).

2.3 Fleurs

Les fleurs tres abondantes en mai, blanches, disposées en corymbe et tres odorante.
Le calice renferme cing sépales libres de couleur vert brun. La corolle formée aussi de cing
pétales libres de couleur blanc jaune ou brunéatre, arrondi ou approximativement ovales,
brievement onguiculés et nombreuses étamines. L’ovaire est soudé au calice renferment un
ovule par carpelle, et surmonté d’un long style expliquant le non de I’espéce monogyna
(Mohand, 2006 ; Chevalier et Crouzet-Segarra, 2004 ;Nemecz, 2001 ; Bruneton,1993 ;
Yves, 1988 ; Tutin, 1976).

2.4 Fruit

Ce fruit est appelé aussi cenelle en France, c’est une drupe de petite taille de 8 a 10
mm de long, de forme ovoide et couronne par les lobes du calice. Elles prennent une couleur
rouge vermillon et mature en automne. Le fruit de cet arbuste est charnue, une pulpe
farineuse, douceatre, contient un seul noyau (graine), et est consommé par les oiseaux
(Mohand, 2006 ; Nemecz, 2001 ; Yves, 1988 ; Tutin, 1976).
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Figure 2 : Fruit , fleurs et feuilles de Crataegus monogyna Jacq.

(www.plant-identification.co.uk.)
3. La position systématique
3.1 Classification classique
Selon Quézel et Santa (1963), la classification taxonomique de I’espéceC.monogyna
est représenté dans le tableau suivant.

Tableaul : Classification classique de Crataegus monogyna

Régne Plantes

Sous régne Cormophytes (plantes vasculaires)
Embranchement Spermaphytes (plantes a graines)
Sous-embranchement Angiosperme (plante a fruits)

Classe Dicotylédones

Sous-classe Rosidae

Ordre Rosales

Famille Rosacées

Genre Crataegus

Espéce Crataegus oxyacantha L.ssp.monogyna Jacq
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3.2 Classification phylogénétique
La classification phylogénétique, c’est la classification taxonomique la plus
importante aujourd’hui, appelé aussi classification cladistique. Elle est construite sur la base
de deux genes chloroplastiques et un géne nucléaire de ribosome. Cette classification est
donnée au tableau 2 (Hamdaoui, 2018).
Tableau 2 : Classification phylogénétique de Crataegus monogyna

Cladus Angiospermes

Cladus Dicotylédones vraies

Cladus Dicotylédones vraies supérieurs

Cladus Rosidées

Cladus Fabidées

Ordre Rosales

Famille Rosaceae

Genre Crataegus

Espéce Grataegus monogyna Jacq | Variété : laciniata
Variété : maritima
Variété : monogyna

4. Dénominations vernaculaires
De nombreux noms vernaculaires ont été attribués a I’espéce C.monogyna dans
différents pays du monde et parfois méme en sein de la méme région.
+ Nom francais : épine blanche, épine de mai, cenellier, noble épine
+ Nom berbere : Idhmim, atelmen, (Djerroumi et Nacef, 2004)
+ Non anglais : Hawthorne, Quick (Zhang, 2002)
+ Nom arabe :iuse U, (s 3a s, 38l Gue d8adll galad H5 e 31, 5 e LA (Benhamama,
2015 ; Djerroumi et Nacef, 2004)
5. Composition chimique
Dans le monde végétal, les molécules naturellement synthétisées peuvent étre classées
en deux grandes catégories : les métabolites primaires et les métabolites secondaires. Donc,
plusieurs travaux ont été réalisés pour déterminer la composition chimique de C.monogyna

afin d’expliquer son pouvoir thérapeutique.
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5.1 Métabolites primaires

La pulpe des fruits de C.monogyna est riche en glucide notamment les
polysaccharides, mais ils renferment également des protéines (généralement sont des acides
aminés aromatiques), et aussi trés riche en vitamine E et C et en minéraux.

Le fruit C.monogyna contient des acides organiques tels que 1’acide malique, I’acide
tartriques et I’acide citrique avec un total de 3-6% dans les fruits séchés.

L’augmentation de ces acides permettant de stabiliser les substances phénoliques au
cours de stockage (Chang et al., 2006 ; Bruneton, 1999).

Le tableau suivant présente les compositions biochimiques en métabolites primaires de
la partie comestible du fruit C.monogyna Jacq

Tableau 3 : Composition chimique de fruit de Crataegus monogyna.

Fraction Teneur Référence
Lipides 2,3 Herrara ,1984
Protéines 2,5 Herrara ,1984
Glucides Sucres solubles 11,45
(9/200 ¢ Sucres réducteurs 7,86
de matiére séche) Saccharose 3,59 Saadoudi, 2008
Cellulose 11,40
Pectines 1,60
éléments minéraux Calcium 414,18
(mg/100g matiere | Magnésium 156,52
seche) Sodium 31,20
Phosphore 20,09
Potassium 1694,80
Cuivre 0,31 Boudraa ,2010
Fer 4,09
Manganeése 1,52
Zinc 0,32
Cobalt 0,17
Plomb 0,31
Tocophérol 0,79
Vitamine (mg/100g de | Caroténoides 1,37
matiére seche) Vitamine C 4,06 Boudraa ,2008
Thiamine 0,05
Pyroxidine 0,012
Biotine 0,031
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5.2 Métabolites secondaires
La composition chimique de I’aubépine monogyne est caractérisée par la présence de :
» Flavonoides (2-3%) : qui sont responsable de la coloration des fruits mdre
e Vitexine
e Quercetine

e Vitexine-2-rhamnoside

OH OH
HO -~ ~
Ho" N\ ° _OH
o Lo
OH O
Vitexine-2- Quercétine Vitexine
Rhamnoside

Figure 3 : Structures de quelques flavonoides (Martinelli et al., 2021)
» Acides phéenoliques (1-2%)
e Acide chlorogénique

e Acide caféique

HO o
X" “0OH o @O p
HO OH OH

Acide caféique Acide chlorogénique

Figure 4 : Structures de quelquesacides phénoliques (Dinesh et al., 2012)
» Tanins : sont a ’origine de la sensation d’astringence des fruits non mirs
> Huiles essentielles (trace) : a pour constituant principal 1’aldéhyde ainsi que, qui est
une substance active volatile donnant a la fleur son odeur agréable caractéristique.
» Coumarines
> Acides triterpéniques
e Acide uronique
e Acide oléanolique
(Tahirovic et basic, 2014 ; Dinesh et al., 2012 ; Dubois et al., 1977).
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Acide oléanolique Acide ursolique

Figure 5 : Structures de quelques acides triterpéniques
(Martinelli et al., 2021)

6. Domaines d’utilisation de Crataegus monogyna
6.1 Utilisation traditionnelle

Depuis I’antiquité, I’aubépine avait un grand intérét dans la médecine
traditionnelle, elle est utilisée pour le traitement de plusieurs maladies telles que
I’hypertension, D’hyperlipidémie et elle est trés efficace contre les problémes
cardiovasculaires tels que I’insuffisance cardiaque, 1’angine de la poitrine, I’arythmie ainsi
que I’amélioration de systéme de circulation sanguine et ¢limination des stases sanguines
(Amor, 2018).

Crataegus monogyna est tres répondue en Amérique de nord, et elle est utilisée
par I’herboriste européenne dans le premier siécle de notre ére (Kashyap et al., 2012 ;
Ju., 2005).

6.2 Utilisation pharmacologique
Les travaux reéalisés sur C.monogyna ont démontré de nombreuses propriétés

pharmacologiques, ces propriétés sont résumées dans le tableau 4 et la figure 6.
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Effet chronotropique négatif Hypotensive anti-complémentaire

antifongique Cardiotonique

Antimicrobien

antidiabétique

Antiviral
Hypoglycémique

Antioxydant

anti-VIH

anti-inflammatoire

Figure 6 : Diverses activites pharmacologiques de genre Crataegus (Boudjada, 2018)

Tableau 4 : Activités pharmacologiques de Crataegus monogyna

Activités pharmacologiques partie de la plante ou extrait

Références

Antioxydante Fruit, feuille /

Extrait méthanolique et éthanolique

(Kirakosyan et al., 2003)
(Rodriguez et al., 2014)
(Tahirovic et basic, 2014)
(Martinelli et al.,2021)
(Belabdelli et al., 2021)

Cardiovasculaire Feuille, fleur, Fruit/ I’extrait éthanolique

(Kirakosyan et al., 2003)
(Urbonaviciuté et al., 2006)
(Nabavi et al., 2015)
(Martinelli et al., 2021)

anti-inflammatoire Fruit, feuille, fleur/ extrait alcoolique

(Bahorun et al., 1996)
(Fong et Bouman, 2002)
(Maria et al., 2005)

Antimicrobienne Fruit, feuille/ extrait éthanolique

(Boudjada, 2018)
(Martinelli et al., 2021)
(Belabdelli et al., 2021)

Antidiabétique Feuille, fruit/extrait éthanolique

(Boudjada, 2018)
(Martinelli et al., 2021)

Hypotensif Feuille, fleur, fruit/

extrait méthanolique et éthanolique

(Belabdelli et al., 2021)
(Coimbra et al., 2020)

Effets gastroprotective Feuille, fruit

(Hamdaoui, 2018)
(Martinelli et al., 2021)

11
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6.3 Utilisation culinaire

L’aubépine monogyne utilis€ comme une source alimentaire pour la population
et notamment les enfants, le fruit de cet arbre peut &tre consommeé frais ou cuit, et peut
obtenus a partir de la pulpe : les farines, les jus, les marmelades et les confitures (Koyncu
et al., 2007 ;Vivar-Vera et al., 2005).

Ce cenelle (fruit de I’aubépine) est dénommée « poire d’oiseau » ou « poires a
bon dieu », utilisée pour la fabrication de pain de disette apres leur rédaction en farine ,et
peut étre transformée en purée et ajoutée a la farine pour confectionner des biscuits, des
galettes et des bouillies, et aussi utilisé comme une boisson .

Les feuilles sont utilisées pour la préparation de thé ou des salades et les fleurs
pour I’aromatisation des sirops et les desserts (Djerroumi et Nacef, 2004 ; Messegue,
1975).

7. Toxicité
Bien que I’aubépine monogyne soit généralement considérée comme siire, elle
peut provoquer des effets indésirables insignifiants. Aux doses thérapeutiques,
I’aubépine déclenche des effets secondaires tres limités, tels que maux de téte, éruption
cutanée légére, somnolence, transpiration, palpitations et aussi des effets indésirables
gastro-intestinaux (Nabavi et al., 2015).

Chez les jeunes enfants, si les doses sont extrémement élevées du fruit peut
entrainer une hypotension sévére. En revanche, il s’agit d’une plante allergisante par son
pollen (Girre, 2000).

D’aprés Change (2002), I’extrait alcoolique a 10% (feuille et fruits de ’aubépine)
est administré par voie orale, pourrait entrainer une toxicité aigué avec une dose létale a 50%
(DL) de 18,5 ml/Kg chez les souris et 33,8 ml/Kg chez les rats. La toxicité chronique n’a

semblé t’il jamais été étudiée (Bruneton, 1993).

12



Chapitre 2 : Traitement de quelques
travaux scientifigues sur activité

antioxydante de Crataegus monogyna



+ Article 1 : Contenu phénolique et activité antioxydante des extraits des fruits de

Crataegus monogyna (Tahirovi¢ et Basi¢, 2014).

+ Article 2: Investigation de certains composés bioactifs et des propriétés

antioxydantes de I’aubépine (Crataegus monogyna Jacq) (Keser et al., 2014).
+ Article 3 : Développement de gels hydrosolubles avec des extraits de Crataegus

monogyna pour une application topique : Evaluation de I'activité antioxydante des

formulations finales(Barreira et al., 2013).
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Article 1 : Contenu phénolique et activité antioxydante des extraits des

fruits de Crataegus monogyna

W orks of the Faculty of Forestry
University of Sarajevo
No. 2. 2014 (29-40)

UDK 547.56:582.711.714
582.711.714:581.47

PHENOLIC CONTENT AND :’LNTIOXIDL&NT ACTIVITY
OF CRATAFEGUS MONOGYNA L. FRUIT EXTRACTS

SadriZaj fenola i antioksidacijska aktivnost ekstrakata plodova Craraegus
monogyra L.

|Azra Tahirovié¢!. Nedzad Basi¢!
1. Objectif

Crataegus monogyna,une plante trés abondante a forte amplitude écologique, elle est
employée dans la médecine notamment pour le traitement des maladies cardiaques bénignes.

Elle porte wune particularité antiradicalaire ou antioxydant des différents
polyphénoles. Ces derniers ont des effets positifs sur la santé humaine. Les petits fruits rouges
sont considérés comme une source importante des composants phénoliques.

Cette ¢tude vise a évaluer Iactivité antioxydante, la teneur en phénols, flavonoides,
anthocyanes monomeres et proanthocyanidines dans des extraits de polarite différente
prépares a partir de fruit frais et mdr, en utilisant le test DPPH.

2. Preparation des extraits
Une quantité de 2 g du fruit frais est broyée et mise dans un mixeur puis

mélangée avec 25 ml des solvants suivants : éthanol absolu, méthanol absolu, éthanol
(80%), méthanol (80%), éthanol (50%), méthanol (50%) et 1’eau. L’extraction est
effectuée dans un bain a ultrason pendant 30 min. Apres la filtration, le résidu est extrait
par la méme facon. Les filtrats sont dilués avec des solvants appropriés. Les extraits
obtenus sont conserves a 4°C jusqu'a I’analyse.
3. Analyses quantitatives des extraits

» Dosage des polyphénols totaux

L’estimation de la teneur en polyphénols totaux contenus dans des différents extraits
est réalisée par la méthode spectrophotométrie(A=750nm), en utilisant le réactif folin

ciocalteu. La concentration des composés phénoliques est exprimée en mg GAE/g FW
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» Dosage des flavonoides totaux
La détermination des flavonoides totaux dans les extraits est fondée sur la méthode
spectrophotométrique (A=415 nm) utilisant le réactif de chlorure d’aluminium. La teneur en
flavonoides est exprimée en mg RUE/g FW.

» Dosage des anthocyanes monomeres totaux

La méthode spectrophotométrique des pH différentiels est utilisée pour déterminer la
teneur des anthocyanes monomeéres totales contenues dans les extraits de C.monogyna, tendis
que la densité optique est mesurée simultanément a 520 et 700 nm. Cette teneur est exprimée
en mgCGE/g FW.

» Dosage des proanthocyanidines totaux

L’évaluation de la teneur en proanthocyanidines totales dans des extraits étudiés est
examinée par la méthode de spectrophotométrie UV-VIS basée sur ’hydrolyse acide et le
changement de couleur, leur absorbance est lue a 550 nm. Les resultats sont exprimés en mg
CE/g FW.

4. Teste de piégeage du radical DPPH

L’¢évaluation de Dl’activité antioxydante des différents extraits de C.monogyna est
estimée selon la méthode décrite par Sanchez-Moreno et al., (1998).

Le principe est basé¢ sur la mesure de I’aptitude d’un antioxydant a neutraliser le
radical libre DPPH, relativement stable a température ambiante et qui se colore en violet
lorsqu’il est dissout dans 1’éthanol ou le méthanol. En présence d’un antioxydant, le DPPH est
réduit a la forme non radicalaire de couleur jaune pale (forme d’hydrazine).

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH a l'aide de
I'équation suivante :

I (%) = (Abs DPPH- Abs échant/ Abs DPPH) x100

5. Reésultats
L’¢étude phytochimique de différents extraits de C.monogyna permis de faire ressortir
les points suivants :
e La teneur totale en composés phénoliques varié entre de 2,01 a 4,60 mg GAE/ g FW dans
les différents extraits, alors que la teneur la plus élevée est enregistrée dans 1’extrait
méthanol a 80% suivi par I’extrait méthanolique a 50%, tandis que la quantité la plus faible

de composé phénolique est trouvée dans I’extrait éthanol et I’extrait aqueux.
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e La teneur des flavonoides totaux varié entre 0,254 a 0,595 mg RUE/g FW dans les
différents extraits, il ressort que les valeurs sont élevées dans I’extrait méthanol et plus
faible dans I’extrait aqueux.

e Par ailleurs, la teneur en anthocyanidines monomeres est inférieure par rapport aux autres
composeés bioactifs étudiés et varie entre 0,004 &4 0,132 mg CGE/g FW.

e Pour la teneur des proanthocyanidines sont compris entre 0,187 a 1,168 mg CE/gFW, la
quantité¢ la plus faible est trouvée dans D’extrait aqueux contrairement aux extraits
méthanoliques a 80 % et éthanoliques a 50%.

Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH sont compris entre 24,81 a 91, 15%,
alors que la meilleure inhibition est exercée par I’extrait méthanolique a 80% suivi par
I’éthanol a 50% ensuit le méthanol a 50%.

L’activité antioxydante est étroitement liée avec la teneur aux polyphénols : cette
¢tude confirme qu’il ya une corrélation entre I’activité antioxydante et la teneur en composés
phénoliques totaux (R?=0,9473), et aussi il existe une corrélation statistique significative
entre I’activité antioxydante et la teneur des proanthocyanidines (R?=0,7469). Bien qu’aucune
correlation significative n’est observée entre I’activité antioxydante et la teneur en
anthocyanidines monomeéres (R?=0,289).

Abréviations

CE: équivalents de chlorure de cyanidine; CGE: équivalents de cyanidine-3-

glucosideDPPH :2,2-DiPhényl-1-PicrylHydrazyle ;FW :poids frais ;GAE :équivalents

d’acide gallique ; R2 :Coefficient de détermination ; RUE : équivalents de la rutine ; UV-

VIS : ultra-violet-visible A : la longueur d’onde
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Article 2 : Investigation de certains composés bioactifs et des propriétés antioxydantes

de ’aubépine (Crataegus monogyna Jacq)

Journal of Intercultural Ethnopharmacology

W jice pocom

éﬁglnal Research DOz 10_5455/ice.20140120103320

The investigation of some biocactive
compounds and antioxidant properties
of hawthorn (Crataegus monogyna
subsp. monogyna Jacq)

Serhat Keser’', Sait Celik?, Semra Turkoglu?, Okkes Yilmaz?,
Ismail Turkoglu*®

1. L’objectif
L’objectif de cette étude est de déterminer la teneur en polyphénols et en
flavonoides et tester leur pouvoir antioxydant in vitro dans des extraits aqueux et éthanoliques
de feuilles, fleurs, fruits mdrs de C.monogyna. Alors que Iactivité antioxydante est
déterminée par cinq méthodes : piégeage des radicaux DPPH, piégeage des radicaux ABTS,
piégeage du superoxyde, pouvoir réducteur et de l'activité chélatrice des métaux ferreux.
2. Préparation des extraits
La partie aérienne de C.monogyna est sechée a une température ambiante et a
I’obscurité. Pour I’extraction (éthanol, eau), 25 g de la poudre des échenillant est mélangée
avec 100 ml de solvant. Les extraits obtenus sont filtrés et recueillis puis le solvant est
éliminé.
3. Dosage des phénols totaux et des flavonoides totaux
+ Dosage des polyphénols totaux
La quantification des polyphénols totaux contenus dans des extraits de C.monogyna
est déterminée par la méthode colorimétrique de réactif folin-ciocalteu, et utilisant du
pyrocathéchol et de la quercétine comme des composes polyphénoliques standards.
+ Dosage des flavonoides totaux
La présence ou I’absence des flavonoides dans des extraits peut étre mis en évidence
par chromatographie liquide a haute performance, c’est une technique de séparation et
d’analyse quantitative et qualitative des molécules. Elle fait intervenir des différentes
caractéristiques des molécules, cette séparation se fait par des pics chromatographiques des
analyses et sont confirmés en comparant leur temps de rétention et leurs spectres ultraviolets

avec ceux des standards de référence.
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4. Les tests utilisés

» Test de piégeage du radical ABTS
La méthode ABTS ou test de decoloration des cations radicaux ABTS est basée sur
la détection du pouvoir antiradicalaire d’un composé donné. Le radical préformé ABTSe+ est
généré par I’oxydation de la molécule stable d’ABTS avec le persulfate de potassium. La
réduction de radical ABTS«+ en couleur bleu- vert par un antioxydant donneur d’hydrogéne
est mesurée par spectrophotometre a 734 nm.
> Test de piégeage du radical DPPH
Dans ce test les antioxydants réduisent le DPPH ayant une couleur violette en un
composé jaune, le diphényl picryl-hydrazine, dont I’intensité de la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons.
Brievement, 0,1 mM d’une solution éthanolique de DPPH et 1 ml de cette solution est ajoutée
a 3 ml de solution d'extraits d'aubépine a une concentration de 100 pg/ml. Apres 30 min
I’absorbance est mesurée au spectrophotométre a 517 nm.
» Test de piégeage du radical superoxyde
Dans cette méthode, le radical réduit le NBT?* (Nitro-blue tétrazolium) de couleur
jaune, en bleu de formazan de couleur pourpre qui absorbe a 560 nm. Ainsi un composé
antioxydant capable de capter I’anion superoxyde empéchera la formation du bleu de
formazan et la solution restera jaune par rapport au contrdle négatif (contenant tous les
réactifs a ’exception de I’extrait).
» Activité de chélation des métaux
Le principe de ce test est basé sur la chélation des ions ferreux par la ferrozine, cette
méthode se manifeste par la formation d’un complexe de ferrozine et Fe?* qui se caractérisé
par une couleur mauve mesurable a 562 nm. En présence d’agents chélateurs, la formation de
ce complexe est diminuée aboutissant a une diminution de la couleur mauve.
» Test du pouvoir réducteur
La méthode de la réduction du fer est basée sur la capacité des extraits testés a
réduire le Fe®* présent dans le complexe KsFe(CNg) en Fe?* en présence d’un antioxydant.
Cette réaction se manifeste par I’apparition de la couleur bleu mesurable a 700 nm. Donc une

absorbance élevée indique que I’extrait posséde un grand pouvoir réducteur.

19



Chapitre 2 : Traitement de quelques travaux scientifiques

5. Résultats

Dans cette étude, les tests antioxydants réalises ont des résultats satisfaisants qui
concernent le pouvoir antioxydant des extraits de C.monogyna par rapport a celle
d’antioxydants standards (BHA, BHT, tocophérol, trolox).

La meilleure teneure des polyphénoles totaux est présentée dans I’extrait aqueux de
feuille (106,24 mg de quercétine/l g, 25,04 mg de pyrocatéchol/1 g), en revanche la teneur
des flavonoides est présentée en grande quantité dans I’extrait aqueux de la fleur.

Le test ABTS montre que les extraits d’aubépine présente un pourcentage
d’inhibition varie entre 50,76% a 97,90 %, alors que les extraits aqueux et ¢thanolique de
feuille et de fleur sont supérieurs a celle des antioxydants standard BHT et tocophérol.

Pour le test DPPH, les pourcentages d’inhibition varie entre 23,63% a 67,57% dans
les extraits étudiés, ces derniers sont inférieurs a trolox et BHT.

Concernant le piégeage de superoxyde, le pourcentage d’inhibition varie entre
86,33% a 98% par rapport BHA tandis que les extraits aqueux de feuilles et de fleurs ont un
niveau plus élevé de piégeage des radicaux superoxydes.

De plus, la méthode de chélation des métaux montre que la bonne activité est donnée
par I’extrait aqueux des fleurs, alors que les extraits ont une faible activité chélatrice par
rapport au BHA, BAT et tocophérol. Cette activité varie entre 23,52% a 57,17%.

Le test de puissance réducteur est demontré que tous les extraits sont inférieurs a
BHA, BHT, tocophérol.

D’aprés ces résultats, L’extrait aqueux et éthanolique des feuilles ont montré une
activité antiradicalaire élevée par les tests ABTS, DPPH, et le piégeage de superoxyde, tandis
qu’une meilleure activité a été présenté par les extraits aqueux et éthanolique des fruits par le
test FRAP. En revanche, I’extrait aqueux des fleurs a donné une bonne activité chélatrice de
fer.

En fin, ’effet antioxydant de 1’aubépine est principalement attribué aux composants
phénoliques.

Abréviation
ABTS :Acide2,2’-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique ; BHA : Butylhydroxyanisol
BHT : Butylhydroxytoluéne ; Fe?*: fer ferreux ; Fe®* : fer ferrique ; KsFe(CN)e: ferricyanure

de potassium.
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Article 3 : Développement de gels hydrosolubles avec des extraits de Crataegus

monogyna pour une application topique : Evaluation de I'activité antioxydante des

formulations finales

Industrial Crops and Products 42 (2013) 175-180

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect ";
INDUSTRIAL CROPS
AND PRODUCTS
Industrial Crops and Products £
P AW
journal homepage: www.elsevier.com/locate/indcrop

Development of hydrosoluble gels with Crataegus monogyna extracts for topical
application: Evaluation of antioxidant activity of the final formulations

Jodo C.M. Barreira a.b.1 Sandra Rodrigues 2.1 Ana Maria Carvalho?, Isabel C.E.R. Ferreira®*

T CIMOYEscola Superior Agrdria. Instituto Politécnico de Braganga, Apartadoe 1172, 5301-855 Braganga, Portugal
B Centro de Ciéncias Quimicas, Faculdade de Farmdcia da Universidade do Porta, Rua Anibal Cunha, 164, 4099-030 Porta, Portugal

1. L’objectif

Le but de cette étude est consacré sur le développement des formules semi-solides a
usage topique contenant des extraits aqueux et éthanolique de cing parties (bourgeons de
fleurs, fleurs, fruits non mirs, fruits mirs et fruits surmdrs) d’aubépine et d’évaluer leurs
activités antioxydantes.

2. Préparation des extraits et le gel hydrosoluble

Pour la préparation des extraits, une poudre seche fine (1g) est mélangée avec 50ml
d’extrait éthanoliqgue ou aqueux a 25C et 150 rpm pendant 1 h, et filtré sur du papier
Whatman n°4. Le résidu obtenu est réextrait dans les mémes conditions. Les extraits
combinés sont évaporés a 35C, redissous dans de I'éthanol ou de l'eau a 10 mg/ml, et
conserveés a 4°C pour une évaluation de 'activité antioxydante.

Pour les gels hydrosolubles, une base semi-solide est préparée et mélangée avec 0,5 g
de carbopol 940 a 20 ml d'eau désionisé. Puis I’ajout 1 ml de triéthanolamine et 5ml de
I’extrait éthanolique ou aqueux d’aubépine. Ensuit, 0,45g de l’acide citrique, 0,005g de
I’EDTA disodique, 0,1g de limidazolidinyl urée et 7,5g de propyléne glycol sont additionnés.
Le produit final est réglé a 50g par l'ajout d'eau distillé pour I’évaluation D’activité
antioxydante.

3. Détermination de la teneur en antioxydants
+ Des polyphénols totaux

La concentration des composés phénols est effectuée par la méthode au folin-

ciocalteu et repose sur I'oxydabilit¢é des composés phénoliques lors de la réaction. Les

résultats sont exprimés en mg GAE/g d'échantillon.
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+ Dosage des flavonoides
La quantité¢ des flavonoides contenue dans I’extrait ou le gel est déterminée par la
méthode colorimétrique qui est basée sur la capacité des flavonoides a se complexer avec le
chlorure d’aluminium. Les résultats sont exprimés en mg EC/g d'échantillon.
4. Evaluation de I’activité antioxydante
> Test du piégeage du radical DPPH
L’activité anti-radicalaire est réalisée a I’aide d’un lecteur de microplaque. Un
volume de 30 pl des différentes concentrations d’extrait ou gel est déposé dans chaque des 96
puits, 270 pl de la solution de DPPH est ajoutée par la suite. Le mélange est laissé reposer
pendant 30 min dans I’obscurité, ’absorbance est enregistrée a 515 nm.
» Réduction de fer
Ce test est utilisé pour tester la capacité des antioxydants a réduire les ions Fe **en
Fe?*, en utilisant un lecteur de microplaque a 96 puits.

Les différentes concentrations des extraits ou des gels (0,5 ml) sont mélangees avec
0.5ml de tampon phosphate de sodium et du ferricyanure de potassium. Le melange est incubé
a 50° C pendant 20 min, apres 0.5ml d'acide trichloracétique est ajouté. Le mélange (0,8 ml)
est versé dans les 48 puits, ainsi que de I’eau distillée (0,8 ml) et 0,5 ml FeCls. L’absorbance
est lue a 690nm.

» Test de blanchiement de 3-carotene

Dans le test de blanchiement du 3-caroténe I’oxydation de I’acide linoléique génére
des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont par la suite oxyder le -caroténe entrainant
ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie par spectrométrie a 470 nm. Cependant,
la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres et donc prévenir
I’oxydation le blanchissement du B3 caroténe.

L’activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition par rapport au
contr6le négative et calculée aprés 2h selon la réaction suivante :

AA% = [(teneur en B-caroténe apres 2h / teneur initiale en R carotene)] x100

» Inhibition de la peroxydation lipidique a I'aide TBARS
Le test TBARS est le test le plus couramment utilisé pour déterminer indirectement
la peroxydation des lipides, en mesurant le MDA.
La réaction de dosage du MDA, repose sur la formation d’un complexe de couleur
rouge en milieu acide et a chaud entre le MDA et deux molécules de TBA (A=532). Les

teneurs sont calculées a partir de ’équation suivante :
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Rapport d’inhibition% = [(Abs de témoins — Abs d’échantillons) / Abs de témoin] x100

5. Résultats
Les résultats des tests phytochimiques ont montré que la teneur la plus élevée des
polyphénols est présentée par I’extrait éthanolique des fleurs (170mg GAE/g) tandis que la
teneur la plus élevée des flavonoides est donnée par I’extrait éthanolique des fruits non mars
(108 mg CE /g).
Ainsi qu’il existe une forte corrélation entre la teneur en composés phénoliques et I’activité

antioxydante par le test DPPH (R?=0,9101) contrairement aux flavonoides.

Dans cette étude, 'activité antioxydante des extraits (€thanolique et aqueux) est
analysee par des differentes méthodes montre que :

e [’extrait éthanolique des boutons floraux et des fruits non mdrs donnent des ICso plus
faible vis-a-vis de DPPH de I’ordre 114.5ug/mil.

e [L’extrait éthanolique des fleurs donne I’ICsg la plus faible (72 pg/ml) par la méthode
FRAP.

e l’extrait aqueux des fruits non mdrs donne 1I’lICso la plus faible (57pg/ml) par la
méthode de R carotéene.

e [’extrait éthanolique des fruits non mdrs presente I’'ICso la plus faible (8ug/ml) par la

méthode de peroxydation lipidique.

La comparaison de I’activité¢ antioxydante des gels hydrosolubles (préparés avec
I’incorporation de I’extrait a 100 g/ml) et I’extrait brut par les mémes méthodes précédentes
montre que les valeurs sont tres proches par exemple

e [L’extrait éthanolique et le gel hydrosoluble des bourgeons floraux donnent la
meilleure activité antioxydante (90%) par la méthode de peroxydation lipidique.
e L’extrait éthanolique et le gel hydrosoluble des fruits non mdrs donnent la meilleure

activité antioxydante (87% et 60%n respectivement) par la méthode de R caroténe.

Abréviation

DPPH : 2,2-DiPhényl-1-PicrylHydrazyle ; EC : équivalent de catéchine ; Fe?": fer ferreux ;
Fe3*: fer ferrique; GAE:  équivalents d’acide  gallique ; MDA :
malondialdéhyde ;R? :Coefficient de détermination ; TBA : I’acide tiobarbiturique ; TBARS :

substance réactives de I’acidethiobarbiturique
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Conclusion générale

Afin de tirer une conclusion valable sur la capacité antioxydante de C.monogyna, il est
nécessaire d’effectuer une comparaison précise de leur efficacité relative en termes d’activité.
Cette démarche est exposée dans les paragraphes suivants.

D’aprés le premier article, les fruits de C.monogyna sont considérés comme une
source naturelle des composés phénoliques et les proanthocyanidines par rapport aux
flavonoides et anthocyanidines monomeres, avec une bonne activité antioxydante vis-a-vis du
DPPH dans tous les extraits, mais le meilleur résultat est donné par 1’extrait méthanol 80%.

Pour le deuxiéme article, ’analyse des extraits préparés de feuille, fleur et fruit par
les méthodes utilisées révelent que I’extrait aqueux et éthanolique de fruit a une forte activité
antioxydante selon le pouvoir réducteur, tandis que cette activité est plus élevée dans les
extraits de feuilles par le DPPH, I’ABTS et I’anion superoxyde. Alors que, I’extrait aqueux de
fleur présente une bonne activité chélatrice .

Les résultats des tests phytochimiques montrent que les extraits aqueux des feuilles
riches en phénols et de la fleures riches en flavonoides.

Le troisieme article est démontré que les extraits aqueux et éthanolique de la partie
aérienne de C.monogyna posséde une activité antioxydante avec un potentiel variable d’un
extrait a 'autre et d’une partie a 1’autre, cependant I’activité antioxydante supérieure est
marquée dans I’extrait éthanolique des fleurs et des fruits non mirs. Ainsi 1’incorporation de
ces extraits avec le gel hydrosoluble dans la formulation finale conserve presque entierement
leurs activites.

A lumiére de ces résultats, nous pouvons dire que la plante crataegus monogyna est
riche en polyphénols, flavonoides et proanthocyanidines qui peuvent étre responsable de
’activité antioxydante. Donc, on conclut que cette plante est trés intéressante et elle mérite

d’étre poursuivie par d’autres études ultérieures.
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Résumé :

Le monde végétal est une excellente source de composants actifs, ce qui lui confére
une activité biologique importante ; souvent recherché dans la médecine alternative et le
domaine agroalimentaire pour la conservation des aliments.

Le but de ce travail s’inscrit dans le cadre d’une syntheése de quelques travaux sur
I’activité antioxydante de la plante medicinale Crataegus monogyna de la famille des
Rosacées, utilisée localement en médecine traditionnelle, pour ces propriétés thérapeutiques
comme remede contre les maladies cardiovasculaires.

Les travaux traités sur l’activité antioxydante, montrent que Crataegus monogyna
posséde une puissante activité antioxydante qui est corrélée a la teneur en composés
phénoliques, en proanthocyanidines et plus au moins en flavonoides et anthocyanidines

D’autre part, ces travaux montrent que I’extrait aqueux, éthanolique et surtout
méthanolique ont une activité antioxydante plus puissante
Mots clés : Crataegus monogyna, composition phytochimique, activité antioxydante.

Abstract:

The plant world is an excellent source of active components, which gives it significant
biological activity; it is frequently sought in alternative medicine and the agri-food field for
food preservation. The goal of this paper is to summarise some research on the antioxidant
activity of the medicinal plant Crataegus monogyna of the Rosaceae family, which is used
locally as a traditional treatment for its therapeutic properties as a remedy for cardiovascular
disease. The work on antioxidant activity indicates that Crataegus monogyna has powerful
antioxidant activity, which is correlated with the content of phenolic compounds,
proanthocyanidine, and a content more or less flavonoid and anthocyanidine, and their
increase increases antioxidant activity. On the other hand, the aqueous extract, ethanolic, and
especially methanol, show powerful antioxidant activity.

Key words: Crataegus monogyna, phytochemical composition, antioxidant activity.
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