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Résumé

Ce travail est consacré a I’extraction et le dosage de quelques composés phénoliques
contenus dans les deux parties aériennes « feuilles » et « fruits » de la plante Crataegus

monogyna.

Les feuilles et les fruits de cette plante, ont été soumis a une extraction sous reflux dans
un mélange eau/méthanol (30:70 ; v/v) pendant 1h. Les deux extraits bruts obtenus sont
partagés successivement avec le dichlorométhane, 1’acétate d’éthyle et le n-butanol avec une

extraction liquide-liquide. Ainsi, la phase aqueuse résiduelle a été récupérée.

Le dosage quantitatif des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés au
niveau des extraits prépares, donne des résultats qui montrent que les feuilles sont plus riches

en composés phéenoliques en comparaison avec les fruits.

Pour la partie « feuilles », I’extrait acétate d’éthyle renferme les taux les plus élevés en
polyphénols totaux et en tanins condensés avec des taux de 449,02+0,04 mg EAG/QE et
565,11+0,013 mgEQC/gE, respectivement, alors que la teneur la plus élevée en flavonoides

est enregistrée dans 1’extrait brut avec une teneur de 143,75+0,07 mgEQC/gE .

Pour la partie « fruits », ’extrait acétate d’éthyle renferme les taux les plus élevés en
polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condenses (201,96+0,005 mg EAG/gE,
240,30£0,003 mgEQC/gE et 324,16+£0,0046 mgEQC/gE, respectivement). D’autre part, la
phase aqueuse résiduelle renferme les taux les plus faibles en flavonoides et en tanins

condenseés pour les deux parties de la plante.

Les teneurs obtenues dans cette analyse quantitative, montrent la richesse de C.

monogyna en composés phenoliques.

Mots clés : Crataegus monogyna, polyphénols totaux, flavonoides, tanins condensés.
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Introduction

Depuis la nuit du temps, des milliards de tonnes de matiére vivante se créent chaque
année a la surface de la terre, les propriétés biologiques des plantes et des substances
naturelles qu’elles renferment, font actuellement I’objet de nombreux travaux. En effet, Les
plantes sont considérées comme I'une des plus importantes sources de médicaments, Parmi les
2 50 000 espéces vegétales les plus recensées dans le monde, plus de 80 000 especes sont
utilisées comme medicaments. Les plantes médicinales sont largement utilisées dans le monde
entier et constituent non seulement une base de ressources majeure pour l'industrie
traditionnelle de la médecine, mais elles assurent également des moyens de subsistance et de
sécurité sanitaire a un large segment pour la population mondiale (Jain, 1968 ; Pérez et al.,
2003).

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui contiennent une ou des substances
pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques qui sont des précurseurs dans la synthese de
drogues utiles. En effet, une majorité de la population mondiale, plus particulierement dans
les pays en voie de développement, se soigne uniquement avec des remédes traditionnels a
base de plantes (Amor, 2018).

De nos jours, nous comprenons de plus en plus que les principes actifs des plantes
médicinales sont souvent liés aux produits des métabolites secondaires. Ces derniers
dépassent 200000 substances identifiées, et classees selon leurs structures chimiques et leurs
origines de biosynthése en composés phénoliques, les terpenes et les alcaloides (Ramawat et
Merillon, 2008 ; Hamdaoui, 2018).

Parmi les principales classes de ces métabolites secondaires, les plus importants en
termes de nombre et de structures connus sont les composés phénoliques ou appelés aussi les
polyphénols. En effet, ce sont des métabolites secondaires généralement impliqués dans
I'adaptation des plantes aux conditions de stress environnemental dont différents facteurs
biologiques, physiques et chimiques peuvent réguler leur synthése et leur accumulation dans
la plante (Treutter, 2001 ; Farah et Donangelo, 2006).

Les composés phenoliques sont des constituants des plantes supérieures et d'aliments
végétaux communément consommés, comme les fruits, les légumes, les céréale ect. Ces
composés présentent un certain nombre de propriétés bénéfiques pour la santé liées a leur
activité antioxydante puissante ainsi qu'a leurs activités hépatoprotectrices, hypoglycémiques

et antivirales.... (Farah et Donangelo, 2006).
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La teneur en composés phénoliques varie qualitativement et quantitativement d’une
plante a une autre et d’un organe a un autre, et cela peut étre di 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 .... (Aganga, 2001 ; Pedneault et
al., 2001).

Parmi la flore Algérienne, nous nous sommes intéressés a une espece trés appréciée
par la population algérienne. 11 s’agit de I’aubépine monogyne (Crataegus monogyna Jacq.),
plante médicinale appartenant a la famille des Rosacées, couramment utilisée en
phytothérapie pour ses propriétés sédatives, vasculoprotectrices et antioxydantes (Bahorun,
1997).

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche de 1’activité inhibitrice des extraits
des feuilles et des fruits de C. monogyna sur I’activité de I’a-amylase. Il est réalisé selon le

plan suivant :

v Extraction de la matiere végétale a partir des feuilles et des fruits de C. monogyna ;
v Dosage de composés phénoliques au niveau des extraits prépares ;

v Evaluation de I’activité inhibitrice des extraits sur I’activité de 1’a-amylase.
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Chapitre 1 : Régulation de I’hyperglycémie postprandiale

1. Notions générales sur I’a-amylase

L’a-amylase est une macromolécule appartenant a la classe des protéines globulaires,
de type endoglycanases, de la classe des hydrolases, qui agit sur les liaisons a-(1—4) de
I'amidon (Gupta et al., 2008 ; Nouadri, 2011).

Structurellement, les o-amylases sont considérées comme des glycoprotéines
renfermant une seule chaine polypeptidique de 512 acides aminés avec un poids moléculaire
de 57,6 kDa répartis en trois domaines globulaires appelés A et B et C associés par une chaine
polypeptidique (Abrams et al., 1987 ; Sales et al., 2012).

L'a-amylase (E.C.3.2.1.1) est une endoenzyme qui hydrolyse au hasard, les liaisons
osidiques de I'amylose, de I'amylopéctine, de I'amidon, du glycogéne et d'autres
polysaccharides contenant plus de trois liaisons o-(1— 4) D-Glucose Elle conduit a la
formation du D-glucose, de maltose et d'une petite quantité de maltodextrines (Franco et al.,
2000 ; Nouadri, 2011).

Le substrat naturel de I’a-amylase est I'amidon qui est un glucide complexe
(polyoside) de formule chimique (CgH10Os)n, composée de deux fractions
polysaccharidiques :I’amylose linéaire et 1’amylopectine ramifiée. Il s’agit d’une molécule de
réserve énergétique pour les végétaux supérieurs et un composant essentiel de I’alimentation

des carnivores domestique et de I’lhomme (Alais et Lindens, 1994 ; Pandey et al., 2000).

Dans la molécule d’amidon, les unités de glucose sont reliées par des liaisons
osidiques a-(1—4) en formant ainsi des chaines hélicoidales d’amylose, sur lesquelles de
courtes chaines de méme constitution se branchent par des liaisons osidiques o-(1—06)
(Mercier, 1985).

Les a-amylases sont des métallo-enzymes a calcium. Ces ions sont nécessaires a
l'activité enzymatique et au maintien de la stabilité de la structure en acides aminés
d'enzyme qui varient d'une souche a une autre (Fogarty et Kell , 2012).

Le mécanisme d’action de 1’ o amylase dépend principalement du pH et de la
température. Le pH du fait qu’il provoque la modification de la charge ¢électrique des acides
aminés présents sur le site catalytique, ce qui bloque les réactions de transferts d’atomes,
nécessaires a la rupture des liaisons osidiques. Et la température favorise la formation du

complexe enzyme-amidon (Faively, 2010).
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A la suite de la fixation de I’enzyme par affinité a I’intérieur de la chaine de I’amidon
ou sur les extrémités réductrices. Les chaines déformées par le complexe enzyme-substrat
sont stabilisées par un grand nombre de liaisons hydrogenes Ensuite, une coupure des
liaisons o — (1 = 4) par ’enzyme a partir de I’extrémité non réductrices, et a la fin il
résultera la formation de glucose, de maltose, et surtout d’ o dextrines (Scriban, 1999 ;

Faively, 2010).
2. Controle de I’hyperglycémie postprandiale

Des données de plus en plus nombreuses suggerent que I'état postprandial est un facteur
contribuant au développement de l'athérosclérose. Dans le cas du diabete, la phase
postprandiale est caractérisee par une augmentation rapide et importante du taux de glucose
sanguin avec la possibilit¢ que les pics hyperglycémiques postprandiaux puissent étre

pertinents pour le début des complications cardiovasculaires (Ceriello, 2005).

Si le contrdle de la glycémie a jeun dépend essentiellement de I’action de deux
hormones, 1’insuline et le glucagon, la valeur de la glycémie postprandiale dépend de
nombreux autres paramétres complexes qui sont le repas lui-méme, la vidange gastrique, les
hormones gastro-intestinales, la digestion, la cinétique de la sécrétion de I’insuline, la
production hépatique et I’utilisation périphérique du glucose. Ces derniers, permettent de
maintenir dans des limites étroites 1’amplitude et la durée de 1’élévation de la glycémie en
période postprandiale chez le sujet sain. Tandis que, 1’élévation excessive de la glycémie
postprandiale, qui caractérise 1’intolérance au glucose, est la premic¢re anomalie observée chez

les patients prédisposés au diabéte de type 2 (Brindisi et al., 2007).

De plus, une stratégie intéressante pour controler la glycémie postprandiale est évoquée
par I’inhibition des a-glucosidase et a-amylase (enzymes hydrolysant les hydrates de carbone
dans les organes digestifs). La régulation de I'activité de ces enzymes peut étre assurée par des
composés appelés effecteurs (activateurs ou inhibiteurs), qui agissent directement ou
indirectement sur le site actif de lI'enzyme (Garrett et Grisham, 2000 ; Akshatha et al.,
2014).

Beaucoup d’inhibiteurs sont des molécules de structure voisine du substrat de leur
enzyme, mais qui, soit ne réagissent pas, soit réagissent beaucoup plus lentement que le
substrat (Garrett et Grisham, 2000).
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Les inhibiteurs des amylases ont déja montré leur utilité en aidant les diabétiques. Chez
les patients diabétiques, les niveaux de glucose peuvent étre contr6lés apres des repas par
I'administration d'un inhibiteur d'amylase tel que I'acarbose (Machius et al., 1996 ; Franco et
al., 2002).

L’Acarbose est un pseudo-tétrasaccharide d’origine microbienne (Actinoplanes Sp.).
C’est un analogue structural des oligosaccharides alimentaires. 1l ralentie leurs digestions en
inhibant de manieére compétitive et réversible les enzymes. L’incapacit¢ des enzymes
digestives a hydrolyser cette molécule est due a la présence d’un pont amine, qui est considéré
le facteur déterminant de son effet inhibiteur (Fig. n°01). Il est le plus largement utilisé pour
le traitement du diabéte de type 2. Leurs effets secondaires ne sont pas inquiétants mais
restent tres génants, essentiellement troubles intestinaux (flatulence, diarrhées, inconfort
abdominal) (Halimi et al., 2000 ; Yanovski, 2002 ; Godbout et Chiasson, 2007).

(@) (b)

Figure n° 01 : (a) Complexe acarbose-amylase, (b) Site actif (acide aminés
catalytiques en rouge) de I’a-amylase en présence d’acarbose (en vert), les acides aminés de

la boucle mobile (en violet), les acides aminés impliqués dans la liaison de I’inhibiteur (en

jaune) (Qian et al., 1994).
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3. Hyperglycémie postprandiale et plantes médicinales

Les plantes constituent une source premiere de médicaments pour 1’étre humain. Elles
ont toujours servi a fournir a I’humanité, des remedes thérapeutiques nouveaux et originaux.
L’intérét de 1’utilisation des plantes médicinales a mené a la caractérisation et a
I’identification de molécules majeures, et a I’isolation de composés chimiques actifs d’une

importance thérapeutique incontestable (Leduc, 2006).

Plusieurs enquétes ethnobotaniques realisées au niveau mondial, ont montré que plus de
800 plantes grace a leur grande richesse en molécules bioactives trés variées sont utilisées
traditionnellement pour le traitement du diabéte sucré et ses complications, dont 410 espéces
ont montré expérimentalement leur effet antidiabétique. Certaines sont a I’origine de la mise au
point de médicaments antidiabétiques, la guanidine extraite pour la premiére fois a partir de
Galega officinalis, a servi de modéle de synthése de la metformine et d’autres médicaments
antidiabétiques appartenant a la famille des biguanides, qui sont plus efficaces et moins
toxiques (Bedekar et al., 2010 ; Perla et Jayanty, 2013).

Les plantes médicinales représentent un vaste domaine pour rechercher des agents
hypoglycémiants oraux tres efficaces avec des effets secondaires faibles ou négligeables.
Dans le monde, plus de 1200 espéces végétales ont été prouvées expérimentalement leur effet
hypoglycémiant. En outre, les inhibiteurs naturels de l'a-glucosidase et de I'a-amylase
provenant du régne végetal offrent une stratégie attrayante pour le contréle de I'hyperglycémie
(Tundis et al., 2010) (Tabl. n°01).
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Tableau n°01: Effet inhibiteur de quelques plantes médicinales sur I’activité de 1’a- amylase.

Parties . e
Plantes . Extraits Activités inhibitrices Références
utilisées
Shirisha (Alcbizia lebbeck), Ecorce,
Nagarmotha (Cyprus rotundus) Rhizome, o . (Kajaria et
) Extrait éthanolique Cls50=0,68 mg /mL
Kantakari (Solanum Plante al., 2013)
xanthocarpum). entiere
Plante Extrait d’éthanol Cl50=36,05£4,01pug/mL | (Tamil et al.,
Phyllanthus amarus . ]
entiere Extrait d’hexane Cl5p=48,92+3,43ug/mL | 2010)
Linum usitatisumum Graines Clso=540 pg/mL
_ (Sudha et al.,
Morus alba Feuilles Extrait d’isopropanol | Clsp=1440 pg/mL 2011)
Ocimum tenuiflorum / Clso=8,9 pg/mL
Cinnamomum . ] ) ] (Nair et al,
] Feuilles Extraits méthanolique | Cls=130,55 pg/mL
Zeylanicum 2013)
] ] Extrait (Dastjerdi et
Teucrium Polium / ) Cl50=3,63 mg/mL
hydroalcoolique al., 2015)
L’écorce
;. . C|50=0,68 mg/mL
Berbéris vulgaris des
. Extrait méthanolique, | Clso=0,7 mg/mL (Boudjelthia
racines
- Extrait aqueux etal., 2017).
o Partie Clso=1,72 mg/mL
Zygophyllum geslini .
aérienne Clso=1,84 mg/mL
. . . ] (Kazeem et
Morinda lucida Feuilles Extrait aqueux Cls0=2,30 mg/mL
al., 2013)
) Plante o ) (Kumar et
Amaranthus caudatus Linn . Extrait méthanolique | Cls=19,23 pg/mL
entiére al., 2011)
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1. Généralité

Les composés phénoliques ou les polyphénols constituent une famille de molécules
tres largement répandues dans le régne veégeétal. Ils sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Ce qui signifie qu’ils n’exercent
pas de fonctions directes au niveau des activités fondamentales de I’organisme végétal,

comme la croissance, ou la reproduction (Scalbert et Williamson, 2000).

Ces composés jouent un role essentiel chez les végétaux, car ils représentent 2 a 3% de
la matiere organique des plantes, et dans certains cas jusqu’a 10%. Ce sont une vaste classe
de substances organiques cycliques tres variées, d’origine secondaire qui dérivent du phénol

CeHsOH qui est un monohydroxybenzene (Walton et Brown, 1999 ; Maamri, 2008).

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies
d’élaboration de cycles aromatiques, la voie shikimate et la voie polyacétate, qui consiste en
la condensation de molécules d’acétylcoenzyme A. 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 particuliére (Achat, 2013).

Ce sont des éléments importants de qualités sensorielles (couleurs et caracteres
organoleptiques) et nutritionnelles des vegétaux, tels que les légumes, les fruits, les céreales
ou les fruits secs, ainsi que dans les boissons, le café, le cacao ou le thé. Une alimentation
équilibrée fournit a I’homme environ un gramme de polyphénols chaque jour, soit dix fois
plus que de vitamine C, et 100 fois plus que de caroténoides ou vitamine E (Walton et
Brown, 1999 ; Scalbert et al., 2005).

D'un point de vue thérapeutique, ces composés constituent la base des principes actifs
trouvés dans les plantes médicinales. ils ont des propriétés bénéfiques pour la santé comme la
prévention et le traitement de certains cancers, traitements des maladies inflammatoires,
cardiovasculaires neurodégénératives, certains d'entre eux sont utilisés comme additifs pour
les industries agroalimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques (Visioli et al., 2000 ;
Macheix et al., 2005 ; Terra et al., 2007 ; Bonfihi et al., 2008 ; Burta et al., 2008 ; Yang et
al., 2008).
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2. Structure chimique
Structuralement, les composés phénoliques comprennent un ou plusieurs noyaux
aromatiques, qui possédent un ou plusieurs groupements hydroxyles. Ils sont catégorisés en
differents groupes en fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les composent et des

substituants qui les relient (Manallah, 2012).
3. Classification des polyphénols

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en plusieurs classes dont la plupart
ont des représentants chez de nombreux végétaux. Les premiers critéres de distinction entre
ces classes concernent le nombre d’atomes de carbone constitutifs et la structure de base du
squelette carboné (Bruneton, 1999).

Parmi les principales classes des composés phénoligques on distingue :

e Les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamigues)

e Les flavonoides.

e Les tanins et lignines.

e Plus rares, les coumarines, les stilbenes.
3.1. Les acides phenoliques

Ce sont des composés organiques qui possedent au moins une fonction carboxylique et

un hydroxyle phénolique (Bruneton, 2008).

Ces composés sont dérivés de deux sous-groupes distingués : Les acides
hydroxycinnamiques, qui représentent une classe tres importante dont la structure de base
(C6-C3) dérive de celle de I’acide cinnamique grace a des substitutions au niveau du cycle
aromatique, les plus abondants sont I’acide caféique, 1’acide férulique, 1’acide chlorogénique.
Le second groupe sont les acides hydroxybenzoiques, qui sont dérivés de I’acide benzoique et
ils ont une formule de base de type C6-C1. Ce sont particulierement représentés chez les
gymnospermes et les angiospermes et generalement avec des concentrations trés faibles chez
les végétaux comestibles, dont les plus répandus sont 1’acide salicylique et 1’acide gallique.

(Macheix et al., 2005 ; Laraoui, 2007).
3.2. Les flavonoides

C’est une classe de composés polyphénoliques qui sont omniprésents dans le regne

végétale. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux, qui sont en partie
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responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Rice-Evans et
Packer, 1998 ; Nabavi et al., 2015).

Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre (aglycone) ou sous
forme de glycosides. Elles se trouvent, d’une manicére générale, dans toutes les plantes
vasculaires, ou elles peuvent étre localisées dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles,
fleurs et fruits, et elles jouent un réle important dans la protection des plantes. Ainsi, des
remedes a base de plantes renfermant ces composes, sont utilisés en médecine traditionnelle a

travers le monde entier (Bruneton, 1993 ; Di Carlo et al., 1999).

Ces molécules ont un poids moléculaire faible, se présentant en 15 atomes de carbones
arrangés comme suit : C6-C3-C6, elles sont composées de deux noyaux aromatiques A et B,
liés par un pont de 3 carbones souvent sous forme d'un hétérocycle (Fig. n° 02) (Ignat et al.,
2011)

Les substitutions variées au sein de la molécule, donnent les différentes sous-classes des
flavonoides : Les flavones, et les flavonols sont les plus connus grace a leur pouvoir

antioxydant élevé, et les plus divers sur le plan structural (Zarrour, 2012).

Figure n°02: Structure de base des flavonoides (Dacosta, 2003).

En basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes

qui sont indiquées dans le tableau n° 02.
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Tableau n°02: Quelques classes distinctes de flavonoides (Bellebcir, 2008).

Classes Formules Sources Propriétés
& o ) -Antioxydants naturels
Flavanols S Raisins, The, Cacao _ )
o -anticancéreuses
- antihistaminique, anti-
Oignon, Pomme, inflammatoire et antioxydante.
Flavonols ) ] . o
Brocoli, Fruits rouges | - Isorhamnétine : propriétés
antioxydante.
- neutralisation des radicaux
N Agrumes : orange, libres.
X 5 citron, pamplemousse, | - amélioration de 1’absorption
Flavanones 2 % . N
mandarine, orange de la vitamine C.
amere - la prévention des cancers de
la peau.
) - phytoestrogéniques.
Isoflavones Soja .
- Source de phytoestrogéenes.
- la lutte contre le
vieillissement cellulaire en
I ° oH _ A | améliorant I’élasticité et la
Myrtille, Mre, Raisin .
‘ i ) densité de la peau.
Anthocyanes HO © noir, Aubergine,

Prune...

- Présente comme des couleurs
brillants dans les fruits et les
légumes.

- antiseptiques urinaires.
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3.3. Lestanins

Les tanins sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da. lls peuvent former des complexes avec les
protéines grace a la présence de plusieurs groupements hydroxyles phénoliques. Ils sont
présents dans plusieurs plantes fourrageres avec des proportions différentes (Kamra et al.,
2006 ; Patra et Saxena, 2010).

Selon leur nature chimique, ces composés sont divisés en deux classes: les tanins

hydrolysables et les tanins condensés (Cowan, 1999 ; Kamra, 2005).
3.3.1. Les tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des oligo- ou poly-esters d’un sucre et d’un nombre
variable d’acides phénols. Le sucre est tres généralement le D-glucose et 1’acide phénolique
est soit I’acide gallique dans le cas des gallotanins soit 1’acide ellagique dans le cas des tanins
classiqguement dénommeés ellagitannins. Ils sont facilement hydrolysables par voie chimique
ou enzymatique (Fig. n°03) (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999 ; Ghazi, 2014).

a) HO, on

oH
HO Coon HO
\ . OH
HO. f 0§7

no

i . HO (8] (o] o
Gallic acid Ce= ] 0
o
\ 05/ H
OH

(,)
COOH =S

on

1o o o
o HO’
1o on
HO no " on

Gallotanin

Digallic acid

b) HO,C  HO,C

HO \

on no °OH

Hexahydroxydiphenic acid

S

HO o]
X ol 3
o OoH HO' OH HO OH
(o]
Ellagic acid Ellagitanin

Figure n°03: Structures générales de tanins hydrolysables (Dos Santos Grasel., 2016).

a) La gallotannine et les monomeres de I'acide gallique et de I'acide digallique.
b) La structure de I'élagitanine et les monomeres de I'acide hexahydroxydiphénique et de I'acide ellagique
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3.3.2. Les tanins condenses
Différents des tanins hydrolysables, car ils ne possédent pas de sucres dans leur
molécule, et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des produits de la
polymerisation de flavan-3-ols (catéchines) et flavan-3,4-diols (leucoanthocyanidines), liées
entre elles par des liaisons carbone-carbone, Ils sont désignés aussi sous le nom de «tanins
catéchiques » et ne sont hydrolysables que dans des conditions fortement acides (Fig. n°04)

(Bruneton, 1999 ; Sayah, 2013).

Figure n°04: Structure de base des tanins condensés (Procyanidol).

3.4. Les lignines
La lignine est le polymeére naturel le plus abondant dans le monde aprés la cellulose. Sa

biosynthese au sein de la matiére végétale est assurée par un couplage de trois monomeres
alcools phénylpropane différents : les alcools coumarylique, coniferylique, et sinapylique.
(Fig. n°05) (Dalmes, 2011).

HO OH

Lignin—0
OMe

o

HO
OMe
o
HO MeO
Q.
HO' on HO. oH
OH Ho oH
o o
oMs
MeO
MeQ OMe
o, o

OMe

Figure n°05 : Structure d’une lignine.
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3.5. Les coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de féve tonka
(Dipterix ordorota Wild., Fabaceae), dont les féves contiennent 1 a 3% de coumarine, d’ou
fut isolée en 1982. Le squelette de base des coumarines est constitué de deux cycles accolés

avec neuf atomes de carbone (Bruneton, 1993 ; Ford et al., 2001).

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels, elles donnent
une odeur caractéristiqgue semblable a celle du foin fraichement fauché. A 1’exception des
algues, ces composés sont les constituants caractéristiques du regne végétal chlorophyllien.
Les familles les plus riches en coumarines sont : Légumineuses, Rutacées, Apiécées et
Thymeleacées. Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les
fruits et les huiles essentielles des graines (Guignard, 1998 ; Deina et al., 2003 ; Booth et
al., 2004).

Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur
concentration et aussi selon I’espéce. Dans la cellule végétale elles sont principalement
présentes sous forme glycosylées, cette glycosylation est une forme de stockage permettant
d’éviter les effets toxiques de ces molécules. Elles sont considérées comme des phytoalexines,
c'est-a-dire de métabolites, que la plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une

infection causée par des champignons ou par des bactéries (Hoffmann, 2003).

3.6. Lesstilbenes
Les membres de cette famille possedent la structure C6-C2-C6 comme les
flavonoides. Ce sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a
I'attaque par les microbes pathogenes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales

des stilbenes sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier et al., 2006).
4. Propriétés pharmacologiques des composés phénoliques

Les recherches effectuées sur les composés phenoliques en genérale et les flavonoides
en particulier sont tres poussées, en raison de leurs diverses propriétés physiologiques.
(Middelton et al., 2000).

Les flavonoides sont des composés présentant de nombreuses activités : antioxydante,
anti-inflammatoire, propriété antiallergique, et préventions des maladies cardiovasculaires.

Pharmacologiquement les aglycones sont particulierement efficaces (Sharma et al., 2008).
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Les acides phenols sont anti-inflammatoires, antiseptiques urinaire, antiradicalaires,
hépatoprotecteurs et immunostimulants (Bruneton, 1999).

Les coumarines sont des molécules biologiquement actives, qui manifestent diverses
activités: anti-agrégation plaquettaire, anti-inflammatoire, anticoagulante, antitumorale,

diurétiques, antimicrobienne, antivirale et analgésique (Bouzid, 2009).

Les tanins sont aussi des molécules biologiquement actives, douées d’activités
pharmacologiques remarquables et des effets significatifs sur la santé humaine. La fixation
des tanins avec les protéines provoque I’inhibition de plusieurs enzymes. lls ont des grandes
capacités antioxydantes dues a leurs noyaux phénol, ils sont 15 a 30 fois plus efficaces que les
phénols simples, comme ils ont une action vasoconstrictrice sur les petits vaisseaux : cette
propriété, explique leur emploi dans les hémorroides et les blessures superficielles (Perret,
2001 ; Atefeibu, 2002 ; Okuda, 2005 ; Peronny, 2005).
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1. Définition

Crataegus monogyna (l'aubépine monogyne), aussi appelée Aubépine a un style, est un
arbuste ou petit arbre épineux, touffu du genre Crataegus et de la famille des Rosacée. Cette
famille est constituée de 100 genres dont 200 especes de Crataegus, elle est trés commune

dans les bois clairs et les foréts de chénes (Crété, 1965 ; Domnez, 2004 ; Schauenberg et
Paris, 2016).

2. Description botanique

Il s’agit d’un arbuste ou petite arbre épineux touffu, atteignant 8 m de haut, a écorce
lisse gris pale, puis brune et écailleuse. Les feuilles d’un vert brillant, caduques,
profondément divisées en 3 & 5 lobes aigus et Ecartés. Fleurs trés abondantes en mai, blanches
avec une odeur vive plutdt désagréable, disposées en cyme large ; un style. Les fruits
(cenelles) ovoides (de 8 a 10 mm), ont une chaire farineuse et douceatre, rouges clairs, avec
une seule graine, lisse et luisante. Ils prennent une couleur rouge sombre a maturité (en
Septembre) (Bruneton, 1993 ; Chevalier et Crouzet-Segarra, 2004 ; Schauenberg et Paris,
2016) (Fig. n°06).

Figure n°06 : Fruit, fleurs et feuilles de Crataegus monogyna Jacq.
(https://futureforests.ie/products/crataegus-monogyna)

(https://www.crocus.co.uk/plants/crataegus-monogyna)
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3. Classification botanique

Le tableau n°03 montre la classification de C. monogyna selon la systématique des

plantes a fleurs de Cronquist, (1981).

Tableau n°03: Classification taxonomique de 1’espéce C. monogyna Jacqg.

Embranchement Spermaphytes

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae.

Ordre Rosales

Famille Rosaceae

Genre Crataegus

Espéce Crataegus monogyna Jacq.

4. Dénominations vernaculaires

Plusieurs noms vernaculaires ont été attribués a 1’aubépine dans différents pays du

monde, et parfois méme au sein de la méme région (Tabl. n°04).

Tableau n°04: Noms vernaculaires de I’aubépine.

Langue Nom vernaculaire Références
Zaarour Berri, Admam, Boumekhri,

Arabe N ) . )
baba aajina, ain elbakra. (Djerroumi et  Nacef.,

2004).
Berbere Idhmim, atelmen, Zaarour
_ Epine blanche, Epine de mai,

Francais _ _ (Fabre et al., 1992).
Valériane du cceur, Senellier

Indien Vansaangli (Kashyap et al., 2012).

Englais Hawthorn, Quickthorn (Zhang, 2002).

5. Aires de répartition

Au niveau mondial, C. monogyna occupe une aire trés vaste comprenant toute 1’Europe,
I’Afrique du Nord et 1’Asie occidentale jusqu'a 1’Inde, et se trouve dans toute la France

surtout le Midi (sud de la France) (Aymonin, 1993 ; Brosse, 2000 ; Koyuncu et al., 2007).
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6. Composition Chimique

Tableau n°05 : Les glucides du C. monogyna (Saadoudi, 2008).

6.1. Composition en métabolites primaires

confondue avec d’autres especes (Temani, 1993 in Farhat, 2007).

Métabolites Teneurs
(9/100 de matiére seche).

Sucres solubles 11,45

Sucres réducteurs 7,86

Saccharose 3,59

Cellulose 11,40

Pectines 1,60

C.monogyna (Boudraa et al., 2010).

Fraction Teneurs
Eléments minéraux Calcium 414,18
(mg/100g de matiere | Magnésium 156,52
séche) Potassium 1694,80
Fer 4,09
Manganese 1,52
Zinc 0,32
Vitamines Tocopherol 0,79
(mg/100g de matiere | Caroténe 1,37
fraiche). Vitamine C 4,07
Thiamine B; 0,005

En Algérie, elle est commune dans les foréts et les maquis de 1’Atlas Tallien, elle peut étre

Des études réalisées par différents chercheurs montrent que I’aubépine est une source

riche en plusieurs constituants essentiels, ayant un effet positif sur la santé (Tabl. n°05 et

Tableau n°06 : Composition minérale et vitaminique de partie comestible des fruits de
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6.2. Composition en métabolites secondaires

C. monogyna est une source riche en métabolites secondaires principalement : les acides
phénoliques (acide chlorogénique et acide caféique), les flavonoides (vitexin, quercetine,
vitexine-2-rhamnoside, proanthocyanidine, épicatéchine, apigénine-6,8, di-C-glycoside), les
tanins, les coumarines, les triterpenes et acides triterpénique et les Huiles essentielles en trace
(Bouzid, 2009 ; Kumar et al., 2012) (Tabl. n°07).

Tableau n°7 : Principaux composés phénoliques du C. monogyna (Kumar et al., 2012).

Le nom Molécules Caractéristiques

Acide chlorogénique HO, SO Acide phénolique

L
HO™ ™ OJV/\Q\
OH
OH
OH
Acide cafeique o Acide phénolique

HOD/\)LOH
HO

Hyperoside Composé polyphénolique
Vitexine-2rhamnoside on Flavonoides

OH o OoH

on
1o 7 O
O | ol
6] o
1o
I

Proanthocyanidine Flavonoides
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Anthocyanine Flavonoides : glycosides des

OH R
anthocyanidines.
« ) Yy

Epicatéchine Flavonoides : Flavones

Quercétine Flavonoides : Flavonols

Apigenin-6,8-di-C-

glycosides

Flavonoides : Flavones

R2=R3=gly

7. Propriétés thérapeutiques

C. monogyna est une plante médicinale qui occupe une place importante en
phytothérapie, comme elle est inscrite a la pharmacopée francaise en raison de ses actions

sédatives, vasculoprotectrices et antioxydantes et de sa faible toxicité (Bahorun, 1997).

Bien que traditionnellement, les fruits de 1’aubépine fussent employés 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 fleuries 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 neurosedatives, cardiosedatives, vasodilatatrices et antispasmodiques peuvent étre
utilisées dans les insomnies, le nervosisme, I’émotivité et le surmenage. Les fruits sont

légérement astringents et s’emploient en gargarisme contre les maux de gorge (Beloued,
1998 ; Bouzid, 2009).
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L’activité antioxydante, anti-inflammatoire, hypotensive des extraits alcooliques de
I’aubépine (fruits, fleurs et feuilles) a été prouvée in vitro (Bahorun et al., 1996 ; Fong et
Bauman, 2002 ; Vivar-Vera et al., 2007; Tahirovi¢ et Basi¢, 2014).

Des études reéalisées in vitro 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

(Chang et al., 2002 ; Zhang et al., 2006 ; Svedstroma et al., 2006).

Des expériences réalisées in vivo par Zhang et ses collaborateurs (2004), ont démontré
que I’administration de ’extrait obtenu a partir de la partie charnue des fruits du genre
Crataegus augmente la concentration du a-Tocophérol et inhibe 1’oxydation des LDL (Low
Density Lipoprotein) humains (Zhang et al., 2004).

Des ¢études cliniques ont mis en évidence que des extraits d’aubépine étaient efficaces
dans le traitement des insuffisances cardiaques de stade | et Il (Zapfe, 2001; Pittler et al.,
2003 ; Schroder et al., 2003).

Les acides phénoliques de I’aubépine ; acide crategique, acide chlorogénique, acide
tartrique et 1’acide triterpénique augmentent et favorisent I’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).

D’autres études ont prouve que les fleurs de C. monogyna sont trés riche en acide
corosolique, qui a la capacité d’inhiber les enzymes a-amylase et a-glucosidase, et réduire le

taux de glucose plasmatique chez I’homme (Caligiani et al., 2003).

L’aubépine est aussi capable d'inhiber la lipase pancréatique et I’a-amylase

pancréatique ce qui lui confere un effet antidiabétique (Aierken et al., 2017).

D’autre part, 1’extrait méthanolique et 1’extrait aqueux des feuilles et des fleurs de C.
oxycantha (ssp. C. monogyna), ont montré une activité inhibitrice vis-a-vis de 1’a-amylase
avec des pourcentages d’inhibition de 63,2% et 39,8%, respectivement (Buchholz et Melzig,
2016, Aksoy-Sagirili et al., 2017).

Ainsi, le fruit de deux genres de crataegus (pinnatifida bunge et pinnatifida bunge var. typica
et microphylla) posséde une activité inhibitrice vis-a-vis de I’a-glucosidase avec des
Cl50=766,22+8,14 et 2126,65+12,33 pug/mL, respectivement (L.i et al., 2010)
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Matériel et Méthodes

Notre étude expérimentale a été effectuée au sein du laboratoire de recherche
«Antibiotiques, Antifongiques : Physico-chimie, Synthése et Activité Biologique »
(LAPSAB).

Cette étude consiste a quantifier les teneurs en composés phénoliques au niveau des
différents extraits de C. monogyna et d’évaluer I’activité inhibitrice de ces extraits sur
I’activité¢ de I’a-amylase. Cependant, cette derniére partie n’a pas été réalisée a cause des

conditions sanitaires et le confinement dd au Covid-19 qui touche le monde entier.
1. Matériel végétal
1.1. Préparation du matériel végétal

Le matériel végétal utilisé au cours de notre étude est constitué de feuilles et de fruits de
C. monogyna (I’aubépine), cueillies au mois de Décembre (2019), au niveau de la commune
d’Ain El-kbira, wilaya de Tlemcen.

Le matériel végétal a été séché a 1’abri de la lumiére, dans un endroit bien aéré a I’abri
de I’humidité, et a température ambiante, afin d’éviter toute modification ou dégradation des
constituants présents. Apres séchage, les feuilles et les fruits sont broyés a 1’aide d’un mortier
jusqu’a I’obtention d’une poudre fine qui a servi pour la préparation des extraits (Fig. n°07 et
08).

(A) (B)
Figure n°07 : Feuilles de C. monogyna séches (A) et broyées (B).

(Photo prise au laboratoire)
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(A) (B)
Figure n°08 : Fruits de C. monogyna secs (A) et broyés (B).

(Photo prise au laboratoire)

1.2. Extraction du matériel végétal

Les extraits étudiés au cours de notre travail sont préparés selon le mode d’extraction
sous reflux (décoction) (Fig. n°09).

25 g de maticre végétale en poudre sont mis en contact avec 500 mL d’un mélange
eau/méthanol (30:70 ; v/v). La préparation est portée sous reflux pendant 1 h, sous agitation.
Aprés filtration, 1’extrait hydrométhanolique récupéré est concentré a 1’aide d’un rotavapeur a
50°C. Ensuite, I’extrait brut obtenu est partagé successivement par une extraction liquide-

liquide avec le dichlorométhane, I’acétate d’éthyle et le n- butanol.

L’extrait brut ainsi que les fractions organiques obtenues aprés extraction liquide-liquide sont

évaporés a sec puis conservés jusqu’a leur utilisation.

Les extraits testés dans ce travail pour les deux parties de la plante sont :
v' Extrait brut eau/méthanol ;

v" Fraction dichlorométhane ;

v' Fraction acétate d’éthyle ;

v" Fraction n-butanol ;

v' La phase aqueuse résiduelle.
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25 g de Matériel végétal en poudre (feuilles ou fruits)

!

m————

500 mL eau/MeOH (30:70; viv)

o

\ 4

\ 4

[ *Extrait brut eau/MeOH ]

Y

pm—————

Extractions Liquide-Liquide 3x avec le dichlorométhane (v/v)

|

Phase organique

e~

Phase aqueuse

\ 4

‘i [ Extractions Liquide-Liquide 3% avec I’acétate d’éthyle (v/v) ]

\ 4

*Résidus secs

(Fractions dichlorométhane)

Phase organique

'

Figure n°09: Protocole d’extraction des feuilles et des fruits de C. monogyna.

________________________________________

\ 4

Phase aqueuse

[ *Résidus secs (Fractions acétate d’éthyle) ]

v

[ Extractions Liquide-Liquide 3% avec le n-butanol (v/v) ]

\ 4

Phase organique

!

A 4

Phase aqueuse

_____________________________________

[ *Résidus secs (Fractions n-butanol) ][

*Phase aqueuse résiduelle ]

(*) : Etraits étudies
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2. Dosage des composés phénoliques
2.1. Dosage des polyphénols totaux
a) Principe

Le dosage des polyphénols totaux est effectue selon la méthode adaptée par Vermerius
et Nicholson (2006), en utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu. Ce dernier est constitué d’un
mélange d’acides phosphotungstique (H3PW1204), et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo01,040) de couleur jaune. Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des
composés phénoliques par ce réactif. Elle entraine la formation d’un nouveau complexe

molybdéne-tungsténe de couleur bleue qui absorbe a 725 nm.
b) Mode opératoire

0,1 mL de chaque extrait (1 mg/mL) est introduit dans des tubes a essai, suivi de
I’addition de 2 mL d’une solution de carbonate de sodium (Na,CO3) a 2%, le tout est agité
puis incubé pendant 5 min. Ensuite, un volume de 100 pL de reactif de Folin-Ciocalteu (1N)
est ajouté au mélange. Les solutions obtenues ont été incubées pendant 30 min a température
ambiante. La lecture des densités optiques est effectuée a 1’aide d’un spectrophotomeétre

contre un blanc a 700 nm.

En paralléle, une courbe d’étalonnage est réalisée dans les mémes conditions
opératoires, en utilisant 1’acide gallique comme contréle positif a différentes concentrations
(0,05;0,1;0,2;0,3;0,4;0,5; 0,6 mg/mL).

2.2. Dosage des flavonoides

a) Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode spectrophotométrique
décrite par Ardestani et Yazdanparast en 2007. Cette méthode est basée sur I’utilisation de
trichlorure d’aluminium (AICI3) qui forme un complexe jaune avec les flavonoides.
L’addition de la soude (NaOH) rend le milieu alcalin, ce qui traduit par un changement de la

couleur du complexe précédent a un complexe de couleur rose qui absorbe a 510 nm.
b) Mode opératoire

Dans des tubes a essai, 500 pL de chaque extrait (I mg/mL) sont dilués avec 2 mL
d’eau distillée, suivis de 1’addition de 150 uL d’une solution de nitrite de sodium (NaNO,) a
15 %. Aprés 6 min d’incubation a température ambiante, un volume de 150 puLL d’AlCl; a 10%

est ajouté au mélange suivi d’une 2°™ incubation pendant 6 min & température ambiante.
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Ensuite, 2 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% sont ajoutés immédiatement. Le
volume total est ajusté a 5 mL avec ’eau distillée. Ensuite, les tubes sont agités puis incubés
pendant 15 min. La lecture des densités optiques est réalisée a 1’aide d’un spectrophotomeétre

contre un blanc a 510 nm.

Dans les mémes conditions opératoires, une courbe d’étalonnage est réalisée en
parallele, en utilisant la catéchine comme contrdle positif & différentes concentrations (0,05 ;
0,1;0,2;0,3;0,4;0,5;0,6 mg/mL).

2.3. Dosage des tanins condensés
a) Principe

Les tanins condensés contenus dans les différents extraits sont estimés en utilisant la
méthode a vanilline. Dans un milieu acide, les tanins condensés se dépolymérisent, et par
réaction avec la vanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur rouge mesurables par

spectrophotométrie a 500 nm (Sun et al., 1998).
b) Mode opératoire

Dans des tubes a essai, un volume de 50 uL de chaque extrait (10 mg/mL) est mélangé
avec 1500 pL de la solution vanilline/méthanol (4 %, m/v). Apres agitation, 750 puL d’acide
chlorhydrique concentré (HCI) sont additionnés. Le mélange est laissé réagir a température
ambiante pendant 20 min. Ensuite, La lecture de l'absorbance est effectuée a 1’aide d’un

spectrophotometre contre un blanc a 550 nm.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires, en utilisant la catéchine comme contréle positif a différentes concentrations (0,05;
0,2;0,4;0,6;0,8;1mg/mL).

2.4. Expression des résultats

Les courbes d’étalonnages sont tracées a 1’aide du logiciel Sigma plot (12.0) et les
teneurs en polyphénols, flavonoides et tanins condensés, sont calculées selon la formule

suivante :

[ T = a*fib ]

T : Teneur en composé phénolique (polyphénols totaux ou flavonoides ou tanins condensés);

a : Concentration en composé phénolique déterminée a partir de la courbe d’étalonnage respective ;
f : Facteur de dilution ;

b : Concentration initiale de [’extrait.
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3. Evaluation de I’activité inhibitrice de I’a-amylase
3.1.Principe de la méthode de Bernfeld (1955).

Le principe de cette méthode repose sur le dosage des groupements aldéhydes et

cétones libre des sucres réducteurs libérés lors de I’hydrolyse de I’amidon par 1’ a- amylase.

En milieu alcalin et a chaud, I'oxydation de ces fonctions provoque simultanément la
réduction de I'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) de couleur jaune orange en acide 3-amino
5-nitrosalicylique de couleur rouge orange qui absorbe a 540 nm. L'intensité de la coloration
varie selon la quantité de sucres réducteurs présents dans le milieu réactionnel (Bernfeld,
1955).

3.2. Mode opératoire décrite par Thalapaneni et al., (2008)

0,5 mL de chaque extrait (ou acarbose) a différentes concentrations sont ajoutés a 0,5 mL du
tampon phosphate (0,02M ; pH=6) et 0,5 mL d’une solution d’a-amylase (1,3 Ul/mL). Le
mélange est pré-incubé pendant 10 min a 25°C, ensuite 0,5 mL d’une solution d’amidon a 1%

est additionné.

Aprés avoir préparé les tubes précédents, les étapes suivantes sont procédées :
v" Agitation des tubes puis incubation pendant 10 min a 25°C ;
v Addition de 1 mL de DNSA dans chaque tube ;
v'Incubation dans un bain mari bouillant pendant 5 min ;
v'Refroidissement dans un bain d’eau glacée (choc thermique);
v Dilution avec 10 mL d’eau distillée ;

v’ Lecture des absorbances a 540 nm contre les tubes blancs.

a. Réaction enzymatique en absence d’inhibiteur

e Tube contrdle négatif : 0,5 mL de tampon phosphate + 0,5 mL solution enzymatique + 0,5 mL amidon

e Tube blanc : 1 mL de tampon phosphate + 0,5 mL amidon.

b. Réaction enzymatique en présence des extraits ou d’acarbose a différentes concentrations

e Tube expérimental : 0,5 mL de solution d’extrait (ou acarbose) + 0,5 mL solution enzymatique + 0,5 mL

amidon.

Tube blanc: 0,5 mL de solution d’extrait (ou acarbose) + 0,5 mL solution tampon + 0,5 mL d’amidon.
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Résultats et interprétation

1. Calcul des rendements d’extraction

matériel végétal sec et broyé selon la formule suivante :

Rendement % = (m0/m1) x100

% : Pourcentage

m0 : Masse en gramme de |’extrait sec obtenu apres évaporation ;

ml : Masse en gramme de la matiére végétale initiale seche

Le pourcentage de rendement des différents extraits est calculé par rapport a 25 g du

Les différents extraits préparés a partir des feuilles et des fruits de la plante Crataegus

monogyna présentent des rendements et des caractéristiques différents (aspects, couleurs,
solubilité), (Tabl. n°08).

Tableau n°08 : Rendements et caractéristiques des différents extraits des feuilles et des fruits de

C. monogyna.
Partie de Rendements
Extraits Aspect Couleur Solubilité
la plante (%)
Extrait brut 23,00 Pate Marron foncée Ethanol
. . Marron ,
Fraction Dichlorométhane 4,40 Pate Ethanol
verdatre
Feuilles Fraction Acétate d’éthyle 6,00 Pate Marron foncée Ethanol
Fraction n-butanol 3,50 Pate Marron foncée Eau/ Ethanol
Phase aqueuse résiduelle 14,60 Pite Marron foncée Eau/Ethanol
Extrait brut 23,40 Pate Marron foncée Eau/ Ethanol
. . Marron 3
Fraction Dichlorométhane 0,80 Pate Eau/ Ethanol
verdatre
Fruits Fraction Acétate d’éthyle 20,00 Pite Marron foncée Eau/ Ethanol
Fraction n-butanol 19,20 Pate Marron foncée Eau/ Ethanol
Phase aqueuse résiduelle 9,56 Pate Marron foncée Eau distillée
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D’apres les résultats du tableau n°08, on remarque que tous les extraits récupéres des
deux parties de la plante « feuilles et fruits » possédent le méme aspect « pate », avec une
couleur marron foncée a 1’exception de la fraction dichlorométhane qui présente une couleur

marron verdatre.

L’extrait brut ainsi que les fractions dichlorométhane et acétate d’éthyle récupérés a
partir des « feuilles » sont solubles dans 1’éthanol. Alors que la fraction n-butanol et la phase
aqueuse résiduelle de la méme partie sont solubles dans le mélange eau/éthanol.

Par contre, tous les extraits obtenus a partir des « fruits » sont solubles dans le mélange

eau/éthanol a I’exception de 1a phase aqueuse résiduelle qui est soluble dans I’eau distillée.

D’autre part, on note que les rendements d’extractions varient d’un extrait a un autre

dans un intervalle de 0,8% jusqu’a 23,4%.

Les plus rentables sont les extraits bruts eau/méthanol des deux parties « feuilles » et
« fruits » avec un pourcentage de 23% et 23,4%, respectivement, suivi de la fraction d’acétate
d’éthyle (20%) et de n-butanol (19,20%) de la partie fruits. De plus, les phases aqueuses
résiduelles récupérées des deux parties « feuilles et fruits », enregistrent des rendements

relativement importants de 14,6% et 9,56%, respectivement.

On note aussi que les fractions dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol issues
des « feuilles », présentent les rendements les plus faibles qui sont respectivement 4,4 % ; 6%
et 3,5%. Cependant, la fraction dichlorométhane récupérée de la partie « fruits » montre un

rendement tres faible de 0,8%.

2. Teneurs en composés phénoliques

2.1. Teneurs en polyphénols totaux

L’estimation quantitative des polyphénols totaux en équivalent acide gallique, dans les
différents extraits de C. monogyna a éte réalisée par la méthode de Folin-Ciocalteu.

La quantité des polyphénols totaux correspondante a chaque extrait a été calculée a partir
de la courbe d’étalonnage établie avec I’acide gallique, et elle est exprimée en mg équivalent
acide gallique par gramme d’extrait (mgEAG/gE) (Fig. n°10). Les résultats relatifs a ces

teneurs sont regroupés dans le tableau n°009.
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Figure n°10: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Tableau n°09 : Teneurs en polyphénols totaux dans les différents extraits des feuilles et des

fruits C. monogyna.

Phase
Fraction Fraction
Fraction n- aqueuse
Extraits | Extrait brut | Dichlorométhane Acétate
butanol résiduelle
d’éthyle
Teneurs en
i Feuilles | 276,98+0,028 209,880,015 449,02+0,04 | 228,0840,047 | 189,640,007
polyphénols
Totaux
(mgEAG/EE) | Fryits 186,12+0,004 78,5740,03 201,96+0,005 | 193,8240,024 | 174,9010,005

Chaque valeur représente la moyenne + Ecartype (n=3)

Selon les résultats obtenus, les teneurs en polyphénols totaux dans les différents

extraits de C. monogyna montrent une différence entre les deux parties « feuilles et fruits ».

On remarque que les différents extraits issus des feuilles sont trés riches en composés

polyphénoliques par rapport a ceux issus des fruits.

En effet, la fraction acétate d’¢thyle récupérée des « feuilles » enregistre la teneur la

plus élevee polyphénols totaux avec un taux de 449,02+0,04 mg EAG/QE, suivie de I’extrait

brut et la fraction n-butanol de la méme partie avec des teneurs de 276,98+0,028 et
223,08+0,047 mg EAG/QE, respectivement.

30




Résultats et interprétation

Pour la partie « fruits », la fraction acétate d’éthyle enregistre la teneur la plus élevée

en polyphénols totaux de 201,96+0,005 mg EAGI/gE, suivie de la fraction n-butanol et
I’extrait brut avec des teneurs de 193,82+0,024 et 186,12+0,004 mg EAG/gE, respectivement.

Alors que, la fraction dichlorométhane présente la teneur la plus basse en de I’ordre de

78,57+0,03 mg EAG/gE.

2.2. Teneurs en flavonoides

Les teneurs en flavonoides dans les différents extraits des « feuilles » et des « fruits »

de C. monogyna ont été estimées selon la méthode au trichlorure d’aluminium. La catéchine est

utilisée comme contrdle positif, qui a permis de réaliser une courbe d’étalonnage (Fig. n°11),

avec laquelle on calcul la teneur en flavonoides au niveau de nos extraits (Tabl. n°10).
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0,5 -
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Figure n°11 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.

Tableau n°10 : Teneurs en flavonoides dans les différents extraits des feuilles et des fruits de

C. monogyna
Fraction Fraction Phase
Fraction n-
Extraits | Extrait brut | Dichlorométhane Acétate aqueuse
butanol
d’éthyle résiduelle
Teneurs en
flavonoides Feuilles | 148,7540,07 126,70+0,055 181,20+0,041 | 70,450,087 | 59,66+0,020
(mgEQC/gE)

Fruits | 109,6640,002

187,05+0,142

240,30+0,003

132,40£0,003

36,900,008 1

Chaque valeur représente la moyenne + Ecartype (n=3)
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Selon les résultats du dosage quantitatif des flavonoides (Tabl. n°10), on observe que ces
teneurs varient d’un extrait a un autre. On note que la fraction qui donne la plus grande teneur
en flavonoides est celle d’acétate d’éthyle issue des « fruits » (240,30+£0,003 mgEQC/gE),
suivie de la fraction dichlorométhane et n-butanol (187,05+0,142 et 132,40+0,003

mgEQC/gE, respectivement) de la méme partie.

Par contre, les teneurs les plus faibles sont marquées dans la fraction n-butanol des
« feuilles » et les phases aqueuses résiduelles récupérées des deux parties « feuilles et fruits »
avec des taux de : 70,45+0,037 ; 59,66+0,020 et 36,90+0,0031 mgEQC/gE, respectivement.

Le reste des extraits renferment des taux relativement importants en flavonoides dans les
deux parties entre 109,66+0,002 et 143,75+0,07 mgEQC/gE.

2.3.Teneurs en tanins condensés

La quantification des tanins condensés dans les différents extraits des feuilles et des fruits
de C. monogyna a été effectuée par la méthode de vanilline. Une courbe d’étalonnage est
réalisée en utilisant la catéchine comme référence et les quantités des tanins correspondantes
ont été exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait (mgEQC/gE)

(Fig. n°12). Les résultats quantitatifs des tanins condensés sont résumeés dans le tableau n°11.

0,07

Y=0,0021x-0,016
| R?=0,992

Absorbances (550nm)

0 5 10 15 20 25
[Catéchine] (ug/mL)

Figure n°12 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés.
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Tableau n°11 : Teneurs en tanins condensés dans les différents extraits des feuilles et des

fruits de C. monogyna

. Fraction . Phase
. . Fraction Fraction n-
Extraits | Extrait brut . Acétate aqueuse
Dichlorométhane butanol .
d’éthyle résiduelle
Teneurs en
canins Feuilles | 210,26+0,015 118,260,016 565,11+0,013 127,0510,02 67,8910,019
condensés
(mgEQC/gE) | Fruits | 78,8440,022 116,19+0,014 324,16+0,0046 | 124,84+0,0065 | 10,95+0,0003

Chaque valeur représente la moyenne + Ecartype (n=3)

Les résultats du tableau n°11, révélent que la fraction acétate d’éthyle des « feuilles »
de C. monogyna renferme la teneur la plus élevée en tanins condensés avec une valeur de
565,11+0,013 mgEQC/gE. Elle est suivie de la méme fraction des « fruits » et I’extrait brut
des feuilles avec des teneurs de 324,16+0,0046 et 210,26+0,015 mgEQC/gE, respectivement.

En outre, les fractions n-butanol et les fractions dichlorométhane des deux parties de la
plante, présentent des teneurs rapprochées. Tandis que, les phases aqueuses résiduelles
récupérées des deux parties « feuilles » et « fruits », représentent les teneurs les plus faibles en
tanins condensees de I’ordre de 67,89+0,019 et 10,95+0,0003 mgEQC/gE, respectivement.
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Discussion

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du régne
vegétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures
variées qu’il est difficile de définir simplement (Bruneton, 1993).

Ces composés possédent un large éventail d'effets biologiques, y compris les effets
antibactériens, anti-inflammatoires, antiallergiques, hépatoprotecteurs, antithrombotiques,

antiviraux, anticarcinogenes, cardioprotecteurs et vasodilatatoires... (Wong et al., 2006).

Une des caractéristiques des composes phénoliques qu’ils partagent généralement avec
I’ensemble des métabolites secondaires, est de montrer une répartition tres inégale chez les
différentes especes végétales et pour une méme espéce, selon la variété et le stade d’évolution

physiologique (Macheix et al., 1990 ; Fleuriet et Macheix, 2003).

Le genre Crataegus regroupe plusieurs especes connues par leurs richesses en
composés phénoliques. En effet, de nombreux composés phénoliques ont été détectés chez

I’espece C. monogyna (Aksoy-Sagirli et al., 2017 ; Nabauvi et al., 2015).

Dans ce travail, ’extraction et le dosage quantitatif de quelques composés phénoliques
dans les différents extraits des feuilles et des fruits de C. monogyna donne des résultats qui
méritent d’étre discutés.

Dans un premier temps, la préparation de I'extrait brut eau/méthanol par décoction et ses
fractions : dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol par extraction liquide-liquide ainsi
que la derniére phase aqueuse des deux parties de la plante, donnent des rendements variables
d’un extrait a un autre. En effet, les extraits les plus rentables sont les extraits bruts avec des
pourcentages tres proches de 23 et 23,4% pour les deux parties « feuilles et fruits »,
respectivement, suivie des extraits acétate d’éthyle et n-butanol de la partie « fruits » avec des
pourcentages presque égaux de 20% et 19,2%, respectivement. Ainsi, la phase aqueuse

résiduelle des « feuilles » a enregistré un rendement plus moins important de 14,6%.

En comparant ces résultats avec ceux reportés par Bouzid et al. (2011), qui trouvent un
rendement de 40% d’extrait méthanolique des fruits de C. monogyna, ce résultat est
nettement supérieur par rapport a ceux obtenus dans notre étude. Dans le méme travail, les
auteurs trouvent des rendements assez faibles de 0,6 % ; 0,18% et 6% pour les extraits

préparés dans 1’éther de pétrole, le dichlrométhane et I’eau, respectivement.

Les résultats de dosage quantitatif effectué sur les différents extraits de C. monogyna,
montrent que pour la partie « feuilles », I’extrait d’acétate d’éthyle referme les teneurs les plus

élevées en polyphénols totaux et tanins condensés (449,02+0,04 mg EAG/gE et
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565,11+0,013 mgEQC/gE, respectivement), alors que la teneur la plus élevée en flavonoides
est donnée par I’extrait brut (143,75+0,07mgEQC/gE). Pour la partie « fruits », 1’extrait
acétate d’éthyle renferme les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux, flavonoides, et en
tanins condensés avec des taux de 201,96+0,005 mg EAG/gE ; 240,30+0,003 mgEQC/QE ;
324,16+0,0046 mgEQC/gE, respectivement.

Ces résultats restent différents par rapport a ceux reportés par Bahorun et al. (1993) ou
les teneurs en polyphénols dans I’extrait acétate d’éthyle étaient de I’ordre de 1625 mg/100g
MS et 1707 mg/100g MS pour les feuilles et les fruits, respectivement. Alors que le taux en
flavonoides dans D’extrait acétate d’éthyle de la partie feuilles donne une valeur de 830
mg/100g MS. Tandis que I’extrait aqueux des fruits referme un taux de 757,15+2,56 uMQE,
résultat obtenu par Kiselova et al. (2006). D’autre part, 1’extrait éthanolique de cette méme
partie renferme un taux de polyphénols de 182+4,0 mg/100mL d’aprés Bernatoniene et al.
(2008).

La teneur en polyphénols totaux et en flavonoides au niveau des fruits de C.
monogyna donne une teneur de 12,8 mgEAG/g de MS et 1,5 mg équivalent rutine/g de MS,
respectivement dans le travail de Froehlicher et al. (2009).

Par rapport a nos résultats, les teneurs obtenus par Bouzid et al. (2011), en
polyphénols, flavonoides et tanins condensés des différents extraits des fruits de C. monogyna
sont tres basses. La teneur la plus élevée en polyphénols est de 21,72+6,10 ug EAG/mgE au
niveau de I’extrait méthanolique obtenu par macération successive, suivi de 1’extrait
dichlorométhane de 17,87+2,22 ug EAG/mgE. Alors que les flavonoides et les tanins donnent
des valeurs qui varient entre 0,0 et 3,2 ug EQ/mgE. Ainsi, dans les résultats de Benhamama
(2015), I’extrait hydroalcoolique des feuilles de C. monogyna a donné une teneur en
polyphénols de 1010 mg EAG/100g de MS et en flavonoides de 680 mgEqQ/100g MS.

Le travail de Li et al. (2010), montre que I’extrait méthanolique de deux especes de
Crateagus (pinnatifida Bunge var. typica et pinnatifida Bunge) renferme un taux de
polyphénols totaux de 54,33+3,67 et 101,56+5,19 mg équivalent acide tannique/gE,
respectivement, alors que la teneur en flavonoides est de 11,25+1,78 et 44,52+1,41 mg

équivalent catéchine/gE.

Les résultats obtenus par Tahirovi¢ et Basi¢ (2014), indiquent que les teneurs en
polyphénols des fruits de C. monogyna varient entre 2,01 et 4,60 mg EAG/g de MS, alors que
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les teneurs en flavonoides varient entre 0,254 a 0,595 mg rutine/g de MS et les teneurs en
anthoyanidines entre 0,187 et 1,168 mg cyanidine chloride/g de MS.

L’étude faite par Alirezalu et al. (2018), donne des résultats complétement différents
aux précédents. La teneur en polyphénols au niveau des feuilles des deux especes de C.
monogyna est de 33,88+0,28 et 76,74+0,80 mgEAG/g de MS, alors qu’au niveau des fleurs,
elle est de 47,78+0,30 et 12,23+0,18 mgEAG/g de MS. Tandis que la teneur en flavonoides
varie entre 4,68+0,16 et 6,52+0,25 mgEAG/g de MS au niveau des deux parties.

D’aprés des auteurs, le contenu en composés phénoliques vari qualitativement et
quantitativement d’une plante a une autre et d’un organe a un autre, ce qui est le cas de C.
monogyna et cela peut étre di & plusieurs facteurs : facteurs climatiques, patrimoine
génétique, le stade de développement de la plante et son degré de maturation, la période de sa
récolte et la durée de stockage. De plus, au cours de 1’extraction, la qualité d’un extrait peut
étre influencée par plusieurs parametres, a savoir la polarité du solvant, le temps, la
température et la méthode d’extraction (Aganga, 2001 ; Pedneault et al., 2001 ; Fiorucci,
2006, Tiwari et al. 2011).
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Conclusion et perspectives

Les substances naturelles occupent de plus en plus une place de choix en
thérapeutique. En effet, Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes

actifs connus par leurs propriétés thérapeutiques.

C. monogyna ou I’aubépine monogyne est a la fois une plante médicinale, utilisée dans
la médecine populaire, et une plante comestible commune, largement utilisée pour la
préparation de différentes denrées alimentaires. Ces effets thérapeutiques sont directement liés
a la richesse de cette plante en composés phénoliques dans ses différentes parties : feuilles,

fleurs et fruits.

La quantification des composés phénoliques au niveau des extraits bruts, ainsi que ses
fractions extraites par des solvants a polarités croissantes sur deux organes végétatifs de la
partie aérienne « feuilles et fruits » de C. monogyna, montre une variabilité des teneurs entre

les extraits.

Cette variabilité est expliquée par le type de solvant employé et ’organe végétatif
utilisé. En effet, le contenu en composés phénoliques est attribué a la polarité du solvant. Ce
dernier influence positivement la solubilité de ces composés phénoliques. L’acétate d’éthyle
semble étre le plus rentable pour I’extraction des polyphénols totaux, des flavonoides ainsi
que les tanins condensés. Dans ces essais, les feuilles se sont montrées plus riches en
polyphénols totaux, et en tanins condensés contrairement aux flavonoides qui sont plus

abondants dans les fruits.

Ces reésultats restent préliminaires, et il serait donc souhaitable d’approfondir notre

étude en se basant notamment sur :

» L’évaluation de I’activité inhibitrice sur I’activité des enzymes digestives (a-
amylase et a-glucosidase) afin d’achever 1’objectif principal de ce travail ;

» La recherche, I’identification et la caractérisation des divers composés
chimiques présents dans les différents extraits étudiés, en utilisant des
techniques plus performantes (HPLC, RMN...).

> Tester d’autres méthodes et solvants d’extraction ;

» L’évaluation d’autres activités biologiques : antidiabétique, antioxydante...,
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Résumé

Ce travail est consacré a 1’extraction et le dosage de quelques composés phénoliques contenus dans les deux parties
aériennes (feuilles et fruits) de la plante Crataegus monogyna.

Les feuilles et les fruits de cette plante, ont été soumis & une extraction sous reflux dans un mélange eau/méthanol
(30:70 ; v/v) pendant 1h. Les deux extraits bruts obtenus sont partagés successivement avec le dichlorométhane, 1’acétate
d’éthyle et le n-butanol avec une extraction liquide-liquide. Ainsi, la phase aqueuse résiduelle a été récupérée.

Le dosage quantitatif des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés au niveau des extraits
préparés, donne des résultats qui montrent que les feuilles sont plus riches en composés phénoliques en comparaison avec les
fruits.

Pour la partie « feuilles », I’extrait acétate d’éthyle renferme les taux les plus élevés en polyphénols totaux et en
tanins condensés avec des taux de 449,02+0,04 mg EAG/gE et 565,11+0,013 mgEQC/gE, respectivement, alors que la teneur
la plus élevée en flavonoides est enregistrée dans ’extrait brut avec une teneur de 143,75+0,07 mgEQC/gE .

Pour la partie « fruits », I’extrait acétate d’éthyle renferme les taux les plus élevés en polyphénols totaux, en
flavonoides et en tanins condensés (201,96+0,005 mg EAG/gE, 240,30+0,003 mgEQC/gE et 324,16+0,0046 mgEQCI/gE,
respectivement). D’autre part, la phase aqueuse résiduelle renferme les taux les plus faibles en flavonoides et en tanins
condensés pour les deux parties de la plante.

Les teneurs obtenues dans cette analyse quantitative montre la richesse de C. monogyna en composés phénoliques.

Mots clés : Crataegus monogyna, polyphénols totaux, flavonoides, tanins condensés.

Abstract

This work is devoted to extraction and dosing of some phenolic compounds contained in two aerial parts (leaves
and fruits) of the Crataegus monogyna plant.

The leaves and fruits of this plant were extracted by refluxing method in aqueous/methanol mixture (30:70; v/v).
The two raw extracts obtained are shared successively with dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol with liquid-liquid
extraction. As well as, the residual aqueous phase was recovered.

The determination quantity of total polyphenols, flavonoid, and condensed tannins at the level of the extracts
prepared, gives results which show that the leaves are richer in phenolic compounds compared with the fruits.

For the leaves, ethyl acetate extract contains the highest levels of total polyphenols and condensed tannins with
levels of 449.02+0.04 mg EAG/gE and 565.11+0.013 mgEQC/gE, respectively, while the highest level of flavonoids is
recorded in the raw extract with a content of 143,75+0,07 mgEQC/gE.

For the fruit, the ethyl acetate extract contains the highest levels of total polyphenols, flavonoids, and condensed
tannins (201.96+0.005 mg EAG/gE, 240.30+0.003 mgEQC/gE, and 324.16+0.0 046 mgEQC/gE, respectively). On the other
hand, the residual aqueous phase contains the lowest levels of flavonoids and condensed tannins for both parts of the plant.

The rates obtained in this quantitative analysis show the richness of C. monogyna in phenolic compounds.

Keywords : Crataegus monogyna, total polyphenols, flavonoids, condensed tannins.



