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Introduction générale

« Dans la touffeur des foréts primaires, le long des bancs coralliens, sous la terre et au fond
des océans, les formes vivantes, innombrables, survivent grdce a leurs armes chimiques. Un
arsenal de molécules demeure dissimulé dans notre environnement proche. Cet entrepit
bien fourni a été lentement constitué ; plusieurs milliards d’années ont été nécessaires.
Peut-on parler de Magasin du Bon Dieu ? Il permit aux premiers hommes de se soigner. 11
reste encore a explorer. »

Pierre Potier
Dans Le Magasin du Bon Dieu, les extraordinaires richesses thérapeutiques
des plantes et des animaux (2001)

La nature, ou comme 1’appelle Pierre Potier « le Magasin du Bon Dieu », avec 250000 a
500000 especes de plantes, ses micro-organismes et ses produits marins, est la source d’une
formidable diversit¢ de molécules, possédant parfois des propriétés thérapeutiques, mais
servant aussi de modeles a I’imagination des chimistes, pour créer des molécules plus
actives. Seule une poignée de ces richesses a été explorée [1].

Bien qu’une grande partie du XX siécle ait été consacrée a la mise au point de molécules de
syntheése, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le screening de
ressources naturelles a résulté¢ dans la découverte d’un grand nombre de médicaments utiles
qui commencent a jouer un role majeur dans le traitement de nombreuses maladies humaines.
[2]. Les méthodes usuelles de collecte de plantes pour la recherche pharmacologique sont,
soit systématiques, soit basées sur la connaissance des particularités chimiques de certaines
familles de plantes (chimiotaxonomie) ou encore, utilisent la médecine traditionnelle locale
comme source primaire d’informations. Si I’homme a appris a connaitre son environnement
pour en tirer avantage et se soigner, les animaux ont, chaque jour, pour survivre et se nourrir,
a éviter les plantes les plus toxiques. La composition chimique actuelle des végétaux est la
réponse a 300 millions d’années de pressions de sélection, exercées par les agents pathogeénes
et les prédateurs. Elle est aussi le résultat d’associations bénéfiques entre especes. [2].

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 80% de la population mondiale
dans les pays en développement, pour des raisons socio-économiques et culturelles, dépendent
essentiellement des plantes médicinales pour se soigner et traiter des maladies aussi bien
bénignes (rhume, maux d’estomac...) que grave (cancer, paludisme, diabéte...) [3]. Les
vertus thérapeutiques de plantes sont dues a leurs métabolites secondaires appelés aussi
"composés naturels", ce sont des composés organiques qui contribuent a l'activité biologique

de la plante en assurant un réle défensif contre les prédateurs (herbivores, insectes, micro



organismes) ou protecteurs des tissus végétaux contre les rayonnements ultra-violet nocifs ou
attirant des pollinisateurs pour assurer la reproduction de 1’espece [4].

En Algérie, pays consideére parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique vu sa
position biogéographique privilégiée et son étendu entre la Méditerranée et I’ Afrique sub-
saharienne, avec plus de 3000 especes dont 15% endémiques, auxquelles la population a
recours a la médecine traditionnelle, on commence a entreprendre des systématiques portant
sur des plantes médicinales issues de sa flore. Les objectifs fixés sont l'inventaire ainsi que
I'évaluation chimique et pharmacologique des plantes médicinales algériennes, dans le double
but de valoriser et de rationaliser leurs usages traditionnels et d'isoler des composés d'intérét
thérapeutique potentiel. [5,6]

Plusieurs stratégies peuvent étre mises en place dans le but d’obtenir des composés actifs
d’origine naturelle, ceux-ci pouvant provenir aussi bien de plantes que de champignons ou de
bactéries. Les criblages de collections de plantes ou de micro-organismes sont une méthode
classique qui a permis par exemple la découverte de la plupart des antibiotiques actuels [7].
D’autres méthodes comme la chimiotaxonomie, la zoopharmacologie, 1’ethnopharmacologie

ou plus récemment les stratégies basées sur 1’écologie chimique permettent de rationaliser

cette recherche. De fait, il est actuellement possible de trouver des informations sur les

applications thérapeutiques de plus de 85 000 especes de plantes [8].

Les composés naturels sont plus souvent des molécules de faible poids moléculaire inférieur
a 3000 daltons et présentent une diversité structurale considérable, plus de 100 000 substances
sont identifiées actuellement [9].

IIs ont des intéréts multiples mis a profit dans l’industrie: agro-alimentaire (additif
alimentaire), cosmétique (parfum...), pesticide... C’est pourquoi, Notre unité de recherche a,
depuis plusieurs années, développée un axe de recherche consacré principalement a la
Phytochimie et a 1’évaluation biologique des especes des différents genres et différentes
familles. Dans ce cadre, et dans la continuité du programme de recherche de notre unité sur
les plantes algériennes, ce travail a pour objectif la recherche et la détermination structurale de
nouvelles molécules a activité biologique potentielle. Ainsi deux plantes algériennes, 1’une
appartenant a la famille des fabacées Cytisus triflorus L’Her. et l'autre a la famille des
Rosacées Crataegus oxyacantha L. ont été sélectionnées en vue d'étudier leur composition
chimique et leur activités biologiques. La sélection de ces deux especes est basée d'une part
sur I'endémisme et d'autre part sur I’intérét pharmacopique des deux espéces.

Notre travail s’articule autour de cing chapitres :



v’ Le premier et le deuxiéme chapitre sont consacrés a une étude bibliographique sur les
deux familles Rosaceae et Fabaceae, ainsi que les familles des principaux métabolites
secondaires isolés dans le cadre de nos investigations.

v’ Le troisiéme chapitre comprend I'étude phytochimique des deux espéces sélectionnées
dans notre programme. Crataegus oxyacantha Linn. (Rosaceae) et Cytisus triflorus
L’Her. (Fabaceae), en utilisant deux méthodes d’extraction: Extraction Solide-
Liquide (ESL), et Matrix Solide Phase Dispression (MSPD).

v' Le quatriéme chapitre reporte les résultats phytochimiques obtenus suivis de
discussions notamment la détermination structurale des différents métabolites
secondaires isolés a partir de ces deux especes, a savoir: des flavonoides.

v Le cinquiéme chapitre comprend 1'étude biologique des deux espéces sélectionnées,
ainsi que 1'évaluation et la recherche de 1’activité antioxydante de certains produits et
extraits, la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides, et l'activité
antimicrobienne.

Et nous finirons le tout par une conclusion générale qui cloturera la présentation de ce

travail.
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I.1. Introduction

La recherche de nouvelles molécules doit étre entreprise au sein de la biodiversité végétale en
se servant de données ethnopharmacologiques. Cette approche permet de sélectionner des
plantes potentiellement actives et d’augmenter significativement le nombre de découvertes de
nouveaux composés [1]. La flore algérienne appartenant a plusieurs familles botaniques, reste
trés peu explorée sur le plan phytochimique ainsi que pharmacologique [2]. Dans ce qui suit,
nous nous sommes intéresser au genre Cytisus de la famille des Fabaceae, I’une des plus
¢tudiée. Elle est connue pour ses especes médicinales et aromatiques. Pour cela, une plante,
de cette famille a fait ’objet d’une étude phytochimique et pharmacologique: Cytisus

triflorus L’Her.

I.2. La famille Fabaceae

1.2.1. Description et répartition de la famille Fabaceae

La famille Fabaceae (de faba, la féve) doit son unité a son fruit, appelé gousse ou légume,
d’ou I’autre dénomination de Iégumineuse sous laquelle cette famille est plus connue [3].

Les Fabaceae constituent une des plus grandes familles des plantes a fleurs, avec plus de 745
genres et 19 500 espéces situées en troisieme place apres Asteraceae et Orchidaceae en ce qui
concerne la richesse des espéces au niveau global [4], réparties aussi bien en milieu tempéré
que tropical [5]. Les plantes Fabaceae sont généralement de plantes herbacées, arbustes (a
feuilles simples, réduites ou composées mais avec un nombre peu important de folioles),
arbres ou plantes grimpantes a lianes volubiles ou a vrilles [6]. Elles possédent un
métabolisme azoté ¢levé et renferment des acides aminés non protéogéniques.

Elles ont une distribution quasi cosmopolite et se trouvent dans les zones tropicales,

subtropicales ou tempérées [7].

1.2.2. Classification des Fabaceae

La classification des Fabaceae la plus compléte a été établie en 1981 par Polhill (1981) et
reprise dans le dernier ouvrage de référence sur la famille [8]. Cette classification regroupe
plusieur tribus de Fabaceae : Genisteae, Thermopsideae, Crotalarieae, Liparieae, Podalyrieae,
Euchresteae, Mirbellicae, Bossiaceaec et Brongniartieae. Les Hypocalypteae sont parfois
ajoutées a cette classification. Le complexe des « Genistoides » a une légitimité
morphologique parmi les Fabaceae car il regroupe des especes au port adapté a la sécheresse.
La famille des fabacées est anciennement connue pour ses propriétés médicinales et

pharmacologiques est utilisée comme remeéde en médecine traditionnelle [9]. Pour toutes ces

raisons, nous nous sommes intéressées au genre Cyzisus.
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1.3. Le genre Cytisus

1.3.1. Description générale

Cytisus est un genre de plantes a fleurs appartenant a la famille des Fabacées sous-famille
Papilionacées (Faboideae), [10]. 11 comprend environ 70 espéces réparties dans la flore
spontanée de nombreux pays, dans les régions a climat doux de I'Europe méridionale et
centrale Cytisus ardoinoi, C. arboreus, C. cantabricus, C. galianoi, C. insularis, C.
multiflorus, C. oromediterraneus, C. sauzeanus, C. striatus), de 1'Afrique du Nord (C.
baeticus, C. balansae, C. maurus, C. megalanthus, C. transiens, C. valdesii). et de 1'Asie
occidentale [11]. Toutes ces especes se rencontrent dans quelques pays de I’Ouest de la
Meéditerranée : Algérie dont huit espéces sont de plus en plus dans le nord de 1'Algérie [12],
Espagne, France, Maroc et Portugal. Seul Cytisus scoparius fait exception avec une
distribution s’étalant largement a 1’Ouest et au Centre de I’Europe. [13-15,] A la différence
des genres Spartium ou Genista qui poussent sur des sols calcaires, les Cytisus préferent les
sols acides, méme pauvres et secs, ce qui explique leur rareté dans le sud-est méditerranéen.
Leur enracinement est tragant, leurs troncs présentent une écorce souvent noiratre et écaillée
comme |’espéce arboreus [16].

Le genre Cytisus est I'un de plusieurs genres dans la tribu Genisteae qui s'appellent
généralement les balais. Son nom viendrait, semble-t-il, du grec "kytisos" désignant une
espece de trefle trés répandu sur I'lle de Kythnos [17].

Les especes de ce genre se produisent des arbustes non armés avec des brindilles nervurées
cuites et alternées et autre, les feuilles sont persistantes, trifoliolée et pétiolées. Les

inflorescences sont caractérisées par 1-3 fleurs en fascicules axillaires [10,13].

1.3.2. Les composés phénoliques chez le genre Cytisus
Ce genre est riche en métabolites secondaires notamment les acides, les alcaloides et les

flavonoides.

1.3.2.1. Les acides phénoliques
Le genre Cytisus, est trés pauvre en acides phénoliques. En effet, les principaux acides qui

ont été signalés pour ce genre sont résumés dans le Tableau 1 :
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Tableau 1: Principales structures des acides isolés du genre Cytisus

N° Structure et nom du composé Espéces Références
O. OH
1 C. scoparius [18]
OH
OH
protocatéchique acide (3,4-dihydroxy-acide
benzoique)
O, OH
2 C. scoparius
HO OH
OH
Acide gallique
HO. COOH
0 [19]
3 HO o N C. scoparius
OH
OH
Acide chlorogénique
(@) OH
4 5 C. scoparius
Acide benzoique
(o]
HO/,,,’
‘- OH
5 C. scoparius [15]
HO
OH
Acide chikimique
9)
HO
N OH )
6 C. scoparius
HO
Acide Caféique [20]
[9)
~ OH
7
HO
Para-Acide coumarique
(o]
8 C. multiflorus [21]

Acide quinique




s
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1.3.2.2. Les alcaloides

Cette classe de composés n'a jamais été signalée dans les espéces de Cytisus sauf chez

I’espece C. scoparius, C. monspessulanus et C. laburnum. [22, 23]. Dont les alcaloides qui

ont ¢été signalés dans cette espece sont résumés dans le Tableau 2 :

Tableau 2: Principales structures des alcaloides isolés du genre Cytisus

N° Structure et nom du composé Espéces Reférences
9 C. [24]
monspessulanus
C. laburnum [25-28]
(0]
10 R= CH3 : N-méthylcytisine
11 R=H : Cytisine
12 C. scoparius
[29]
13
C. scoparius
14 C.
monspessulanus [30]
C.
15 monspessulanus [24]
16 C. scoparius [29]
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Spartéine
H

N
17 N C. scoparius [31]

H
a-Iso-spartéine

18 C. scoparius [31]

Lupanine (2-Oxospartéine)
Suite Tableau 2: Principale structures des alcaloides isolés du genre Cytisus

1.3.2.3. Les aldéhydes et les cétones :

Tableau 3: Principale structures des aldéhydes et des cétones isolés du genre Cytisus

N° Structure et nom du composé Especes Références

O
19 " C. scoparius [18, 32]
HO
OH

3,4-Dihydroxybenzaldéhyde

®\”/"
20 0 C. scoparius
o

2-furfuraldéhyde
o CH; [19]

21 C. scoparius

acétovanillone

22 >I\)J\ C. scoparius [23]

4-Mercapto, 4-méthyl, 2-pentanone

1.3.2.4. Les flavonoides

1.3.2.4.1. Les flavones
Les flavones qui ont été identitifiés dans les especes de Cytisus ont ét¢ résumés dans le
Tableau 4.
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Tableau 4 : Principale structures des flavones isolés du genre Cytisus

Ne | Structures et nom du composé |  Espéces | Références
o O
Re
23 2"'-0-pentosyl-8-C-hexoside apigénine
R; =GlcAra, Ri= Ry= R4 =Rs =Re=H C. multiflorus [21]
24 2"'-0-pentosyl-6-C-hexosyl-lutéoline
Ri=OH, R>=0OH, Rj;=Hex-Pent, R+=H, Rs=H
25 2"'-O-pentosyl-8-C-hexosyl-apigénine
Ri=H, R2=OH, R:=H, Rs=H, Rs= Hex-Pent C. multiflorus [33]
26 2"'-0-pentosyl-6-C-hexosyl-apigénine
R1=OH, R>=OH, R3s=Hex-Pent, R+=H, Rs=H
27 6''-0O-(3-hydroxy-3-méthylglutaroyl)-2''-
O-pentosyl-8-C-hexosyl-lutéoline
R1=OH, R»=0H, R3= H, R4=H, Rs= Hex-Pent-HMG
28 Orientine
29 C-hexosyl-apigénine
30 Apigénine-7-O- glucoside
31 Lutéoline-7-O- glucoside
32 Chrysine-7-O-glucoside C. multiflorus [33]
33 Chrysine-7-O-B-D-glucopyranoside
34 Apigénine
35 Lutéoline-5-O-glucoside
R3
36 C. scoparius [34]
6''-0-acétyle scoparine
R2: GlcAc R1: R3: H R4: OH R5: OCH3
37 Chrysine
38 Orientine [18]
39 Apigénine

1.3.2.4.2. Les flavonols
Les flavonols se présentent comme constituants phénoliques majeurs chez le genre Cytisus.
De ceux, et comme prévu, les dérivés de la quercétine et du kaempferol sont les plus
représentatives.

10
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Tableau 5 : Principale structures des flavonoles isolées du genre Cytisus

Structure du composé
R,
OH o) R,

N° Espéces Nom du composé Références
40 Quercétine- 3-O-rhamnoside

Ro= OH, Ri= R3=H R4= Rha [34]
41 C. scoparius Rhamnétine

R,= CH3, Ry= R= H, R2= OH
42 C. multiflorus Quercétine dihexoside [21]

R1: R4: Glc R2: OH R3 =H
43 C. multiflorus Quercétine acétyldihexoside [21, 33]

Ri= Glc, R,= OH, R3= H, R4= GlcAc
44 C. multiflorus Rutine R;=Rs;= H, R,= OH, R4= Rut [33]
45 C. scoparius Quercétine [34, 18, 19]
R;=Rs=R4=H, R,= OH

46 C. scoparius Rutine R;= R;=H, R,= OH, Rs= Rut [22, 32]
47 C. scoparius Kaempférol R=R,=R;=Rs=H [34, 18, 19]

1.3.2.4.3. Les Isoflavones

Tableau 6: Principales structures des Isoflavones isolés du genre Cytisus

Structure du composé

0 0
R
Ry 0 0 R

N° Espéces Nom du composé Références
48 C. albus Daidzine R,=Glc Ri=Rs=H [35]

C. nigricans Ononine R>= Glc Ri= H Ry= CH; [36]
49 [35]

C. albus

50 C. albus Genistéine Ri=0H,R,=R:=H [35]
51 C. albus Genistine R;=OH, R,=Glc R;=H [35]
52 C. scoparius Sarothamnoside R,= OH, R,=Rs= ApiGlc [34]
53 C. scoparius Isoquercétine [18]

11
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1.3.2.5. Les coumarines

Tableau 7: Principales structures des coumarines isolées rapportées du genre Cytisus

N° Espece Nom et structure du composé Références
/O O [e)
54 \o =
C. scoparius Scoparone [20, 37]

HO o O

55
HO =

Aesculétine

1.3.2.6. Les stéroides

Tableau 8: Principales structures des Stéroides isolés du genre Cytisus

N° Especes Nom et structure du composé Références
56
57
[38]
58
C. scoparius
59
Stigmast 7-en, 3 f-Sitostérol

12
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60

Stigmastérol

Suite Tableau 8: Principale structures des Stéroides isolés du genre Cytisus

1.3.2.7. Les alkénoles

Tableau 9: Principales structures des Alkénols isolés du genre Cytisus

62

Z

Oct-1-én-3-o0l

N° Especes Structure et nom du composé Références
61 LNOH
Cis,Hex-3-én, 1-o0l
C. scoparius OH [20]

1.3.2.8. Les benzénoides

Tableau 10: Principales structures des benzénoides isolés du genre Cytisus

N° Especes Structure et nom du composé Références
63
OH
alcool benzylique
OH
0-Créosol
HO
m-Créosol
OH
66 C. scoparius /©/ [20]
p-Créosole

13
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OH
67 X
o
Gyaiacol
68 OH
Phénol
® ©\/\
OH
Phényl éthanol
HO
70 \©\/\
NH,
C. scoparius Tyramine [39,40]
" D\/\
3-Hydroxy tyramine

Suite Tableau 10: Principales structures des benzénoides isolés du genre Cytisus

1.3.2.9. Les caroténoides

Tableau 11: Principales structures des caroténoides isolés du genre Cytisus

N° Especes Structure et nom du composé Références
OH
72 | C. scoparius NN
HO
Lutéine
[41]
73 | C. scoparius
Xanthophylle
1.3.2.10. Les monoterpenes
Tableau 12: Monoterpéne isolé du genre Cytisus
N° Espéces Structure et nom du composé Références
HO,
74 C. scoparius [20]
W

Linalool

14
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Plusieurs especes du genre Cytisus sont utilisées dans la médecine traditionnelle pour leurs

propriétés pharmacologiques en particulier I’espece Cytisus scoparius, mais certaines especes

sont presque inexplorées et c’est le cas de C. triflorus. [13].

Les résultats expérimentaux ont montré un large éventail de tels effets; certains d'entre eux

ont été discutés et résumés dans le Tableau 13.

Tableau 13: Activités pharmacologiques de quelques especes de Cytisus

Espéces Zone de Parties Activités Références
répartition pharmacologiques
C. multiflorus Portugal Fleurs Antioxydante [33]
(Santiago de (Fleurs, graines, Antioxydante
C. scoparius Compostela, gousses et Anti bactérienne [18]
Espagne) branches)
Lugo, Espagne Toutes la plante Antioxidante [19]
C. scoparius
Pennsylvania,P graines et de
C. laburnum hiladelphia , gousses Antidepressante [42]
PA)
Tamil Nadu, Feuilles Diurétique [43]
Inde
C. scoparius / Toute la plante Hypnotique [44]
Link / Anxiolytique
PUC-Rio de
Janeiro, Brazil) Toute la plante Antidiabétique
[45, 46]
C. syriacus Liban Toute la plante Antiparasitique [47]
C. striatus / Antioxidante [48]
Anti-spasmodique [49]
C. scoparius Portugal Toute la plante Diurétique
Link antihypertenseur
C. villosus Algérie feuilles Anti bactérienne [50]
C. triflorus Algérie feuilles anti-inflammatoire [51]
L’ Hérit.
C. salvifolia Tunisie feuilles Activité [52]
C. triflorus enzymatique
Cytisus Portugal Toute la plante Activité [53]
striatus enzymatique
C. multiflorus
C. scoparius Portugal fleurs Activité [54]
C. striatus Antioxidante

15
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1.4. Conclusion

Concernant le genre Cytisus, on constate une grande variété des composés issus de diverses
especes. Par ailleurs une étude poussée sur certains composé€s de quelques-unes de ces
especes a permis de mettre en évidence leurs diverses et importantes activités biologiques.
Notre travail consiste donc a poursuivre cette recherche phytochimique guidée par la
recherche de I’activité biologique d’une espece de ce genre qui pousse en Est algérien dont

Cytisus triflorus L’Her.

16
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I1.1. Introduction

Rosaceae est une famille botanique qui réunit environ plus de 3000 a 4000 especes classées en
4 sous familles [6]. Elle est représentée par de nombreuses especes sauvages (on peut citer
le sorbier, l'aubépine, le prunellier, I'églantier, la ronce commune, les fraisiers, les benoites,
les potentilles, la reine-des-prés, la pimprenelle, 1'aigremoine, etc.) [1].

Les feuilles sont alternes, simples ou composés avec des folioles dentées et stipulées. La fleur
qui caractérise cette famille est hermaphrodite, pentamere, actinomorphe et cyclique. Le
gynécée est dialycarpellé et parfois gamocarpellé. L’ovaire supére ou infére est syncarpe
contenant dans chaque loge 1 a 2 ovules anatropes et bitégumentés ou unitégumentés ayant
une placentation marginale ou axile. Quant a 1’androcée: le nombre d’étamines est variable.

La déhiscence de I’anthére est longitudinale. [2-4].

I1.2. Distribution géographique

La distribution géographique des Rosacées s'étend sur presque toute la surface du globe, mais
de facon prépondérante dans les régions tempérées de 1'hémisphére nord [6]. Les genres les
plus importants sont Potentilla (500 especes dont 42 en France), Cotoneaster (260
especes), Rubus et Alchemilla (250 espéces), Prunus (200 espéces dont onze spontanées en
France), Sorbus (193 espéces), Crataegus (500 especes dont 42 en France), Rosa (150 especes
dont 32 en France) [5], et d’autres genres comme les fraisiers, les pommiers, les poiriers, les
geum, etc., sont aussi ceux que l'on rencontre partout. Il y a cependant des genres qui sont
propres a certaines régions : il y a que 1'on ne rencontre qu'en Chine ou au Japon; d'autres, en
Amérique du Sud (Andes, etc.). Les arbres fruitiers cultivés, qui presque tous appartiennent a
cette famille végétale, sont originaires de 1'Iran et ont été transplantés un peu partout. Seul
l'icaquier est originaire de I'Amérique équatoriale et a été trouvé aussi a 1'état spontané dans

I'Afrique centrale [6].

I1.3. Classification

Dans la classification actuelle, les Rosacées forment une famille de 1'ordre des Rosales. On y
distingue des sous-familles (en violet), généralement subdivisées en tribus (kaki), rassemblant
un peu plus d'une centaines de genres (marron), entre lesquels se distribuent de 3000 a
4000 especes. C'est la disposition trés variable du pistil et du fruit des différentes plantes de la
famille des Rosacées qui sert de principal critere pour les subdivisions [6].
On  distingue  parmi les  Rosacées quatre sous-familles ~ homogenes :

les Amygdaloideae (ou Prunoideae, famille du pécher), les Maloideae (famille du pommier),
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les Rosoideae (famille du rosier) et les Spiracoideae (famille de la spirée).

Cette famille est trés connue pour ses propriétés pharmacologiques pour cela nous nous
sommes intéressées au genre Crataegus.

I1.4. Genre Crataegus :

Le nom de genre Crataegus est dérivé de mot grec kratos signifiant dureté du bois [7]. Ce
genre comprend un groupe complexe d'arbres et d'arbustes dans la famille des rosacées,
originaire des zones tempérées du nord, principalement entre les latitudes 30 © et 50 °.
Crataegus appartient a la sous-famille Maloideae dans les rosacées [8], un groupe naturel de

genres complexes avec la possibilité de se croiser librement (hybrider).

Le mot 'haw' est un ancien mot en anglais pour "haie". Le hadith allemand, qui signifie
"hedgethorn", réveéle que deés le début, ils utilisaient Crataegus comme couverture pour
diviser leurs terres en parcelles.

Hawthorn se réfere a la plante Crataegus est largement distribué¢ dans la région tempérée

nordique du monde avec environ 280 espéces [9].

I1.4.1. Description générale

v’ Tronc et branches: le tronc mature est reconnu par son revétement en écorce écailleuse
et grisatre. Les branches grises portent des épines ayant une couleur, longueur et
corpulence différentes d’une espece a une autre.

v" Feuilles : elles sont vertes luisantes ou sombres, caduques, alternes et découpées en 1a
8 paires de lobes par feuille, leur marge foliaire est soit enti¢re, dentée ou crénelée.

v' Fleur : 9 a 50 fleurs (jaunes, roses ou blancs) sont regroupées généralement en
corymbe et rarement en ombelle présentant a leur base 1 a 3 bractées caduques.

v" Fruit : La fructification de Crataegus prend son début a la fin de 1’été jusqu’au début
de la saison d’automne pour donner naissance a des baies globuleuses, pyriformes ou
elliptiques d’une taille qui varie de 6 mm de longueur et 4 mm de diamétre,
notamment chez C. azarolus, jusqu’a 35 mm de longueur et 27 mm de diametre. Les
couleurs ravissantes du fruit (jaune, vert, orange ou rouge).

v’ Le calice, caduque chez quelques espéces, est le plus souvent persistant et sessile
formant une couronne sur la partie apicale des baies. A ’intérieur de ces dernieres, on

trouve 1a 5 noyaux [10, 11].
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Ces arbres de petite taille sont cultivés en haie en Europe. Trouvé principalement dans les

régions tempérées, y compris des pays comme I'Afrique du Nord, 1'Asie occidentale, 1'Inde, la

Chine et I'Amérique du Nord. Dans les années 1800, les colons britanniques I'ont introduit en

Tasmanie et dans d'autres parties de I'Australie en tant que haie et il court maintenant a

Victoria, en Tasmanie, dans les collines d'Ad¢laide et dans les plateaux de Nouvelle-Galles du

Sud. Crataegus est un colon agressif, c'est-a-dire tenace et difficile a éliminer; Il a été déclaré

une mauvaise herbe nocive dans de nombreux Etats australiens. En Inde, il se trouve dans

I'Himalaya humide, le Cachemire et 'Himachal Pradesh, a une altitude de 1800 a 3000 m [7].

I1.4.3. Chimie connue des especes de Crataegus :

Le genre Crataegus est connu pour sa richesse en métabolites secondaires tels que les acides,

les terpenes, les stéroides, les flavonoides, et les lignanes.

11.4.3.1. Les acides

Les principaux acides qui ont été signalés pour ce genre sont résumés dans le Tableau 14 :

Tableau 14: Acides isolés rapportés de différentes espéces du genre Crataegus

N° Especes Structure et nom du composé Références
C. germanica O
1 OH [12-14]
C. pinnatifida HO H
OH O
Acide malique
C. aestivalis o © OH [15]
2 C. azarolus OH [16]
C.brettschneideri HO [17]
C. cuneata O [18]
C. germanica Acide citrique [13-19]
C. pinnatifida [15]
C. cuneata [95,96]
C. germanica [13-19]
3
C. hupehensis
C. kansuensis
C. maximowiczii . . [91]
C. pinnatifida Acide ascorbique
C. germanica Ho,, Q [13-19]
4 C. pinnatifida [15]
HO™ ™
OH
Acide quinique
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Z
- - 7o) I
5 C. pinnatifida H3CYJ\ [15]
OH
o
Acide Pyruvique 129
C. germanica Ok Q [13-19]
6 HO [20]
OH
C. pinnatifida O OH [15]
Acide tartrique
C. azarolus o [21,22]
C. pinnatifida HOY\)J\OH [23]
7 C. monogyna S
C. germanica Acide succinique 131 [13-19]
C. pinnatifida [24]
O
8 C. pinnatifida HONOH [25]
O
Acide Fumarique
o
9 HONOH
C. pinnatifida 0 5 \@_ [25]
OH
Acide 2-(4- Hydroxyphenyl) malique
O
10 C. pinnatifida W [26]
OH
Acide Palmitique
O
11 C. pinnatifida /VWM o [26]
Acide Stearique
9)
12 C. pinnatifida \/\/\/=\/\/\/\)j\oH [26]
Acide Oléique
0
13 C. pinnatifida Hﬂ(Hﬁ);H;CWOH [26]
Acide Linoléique
O. OH
R, Rs
R5 R,
R3
14 C. pinnatifida Acide Benzoique [27]
Feuilles R:=H, R»=H, Rs=H, Rs=H, Rs=H
16 C. pinnatifida (3-hydroxyphenyl) benzoic acid [28]
Feuilles R;=H, R,= OH, Rs=H, R+=H, Rs=H
C. pinnatifida [28]
17 QGraine Acide gallique
Crataegi folium Ri=H, R,=OH, Rs=OH, R4=OH, Rs=H [29]
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Z
18 C. germanica Acide protocatéchique [13-19]
R,=H, R,=H, R;=OH, R,=OH, Rs=H [30]
C. pinnatifida [28]
Graine
19 C. monogyna, Acide anisique [31]
C. oxyacantha Ri=H, Ry=H, R;=OCH;, Rs=H, Rs=H
20 C. monogyna, Acide vanillique [31]
C. oxyacantha Ri=H, R;= OCH3s, Rs=OH, R=H, Rs=H
C. monogyna, [31]
21 C. oxyacantha Acide syringique [13-19]
C. germanica Ri=H, R,= OCH3, R3=0OH, R4= OCHj3;, Rs=H
22 C. monogyna, Acide gentisique [31]
C. oxyacantha R;=OH, R;=H, Rs=H, R=H, Rs=OH
23 C. germanica Ri=H, R>=H, Rs=H, Rs=H, Rs==OH [13-19]
Acide salysilique
Crataegi folium Q [29,32]
24 ~ -
C. monogyna [31]
C. oxyacantha HO
Acide coumarique
Crataegi folium % [29,32]
HO
N OH
25 C. monogyna, @/\)‘\ [31]
C. oxyacantha HO
Acide caféique
C. azarolus var. [32,33]
C. aronia TS R
26 C.oxyacatha P [7,32,33]
OH on [35]
C. tanacetifolia Acide chlorogénique
C. germanica 7 [32, 34]
—° ~ OH
27 O
C. monogyna o [32, 36]
Acide sinapique
C. azarolus var. 0 [37,38]
aronia P x ol
28 C. monogyna,
HO

C. oxyacantha

Acide férulique

[31]

Suite Tableau 14: Acides isolés rapportés de différentes espéces du genre Crataegus
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11.4.3.2. Les terpénes

11.4.3.2. 1. Monoterpénoides et sesquiterpénoides

Les monoterpénoides et les sesquiterpénoides sont les constituants principaux de 1'huile
volatile du genre Crataegus, qui est une maticre premicre importante dans l'industrie des

épices et de la médecine. [27, 40]. Tableau 15

Tableau 15: Principales structures des terpénes isolés de différentes espéces du genre
Crataegus

N° | Espéces \ Structure et nom du composé \ Références

R,

mnQ

///,,//

R0

29 Linarionosides A, Ri=Glc, R,=H [39]

30 C. pinnatifida | Linarionosides B, Ri1= H, R,=Glc [39]
Feuilles

31 Linarionoside C, Ri= Glc, R,=Glc [40]

32 G
3B-glucopyranosyloxy-p-ionone
C. pinnatifida R=Glc [39,40]
Feuilles
33
34
GleO ou
C. pinnatifida Pisumionoside
Feuill $ 39,40
cuilles \\\\\\\\\\/v\ [39.,40]
0Gle
35 .
'I////OH

(3S, SR, 6R, 7E, 9R) -3,6-époxy-7-
Mégastigmen-5,9-diol-9-O-p-D-
glucopyranoside

OH

AN

36 C. pinnatifida
Feuilles

[40]

RO
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(6S, 7E, 9R-vomifoliol-9-O-§-D-
glucopyranoside) (33) R=Glc

37

38

C. pinnatifida
Feuilles

s

O
(6R, 9R) -3-0x0-0-ionol-9-0--D-
glucopyranoside

[39,40]

[39]

OR

39

40

C. pinnatifida
Feuilles

(5Z) -6- [5- (2-hydroxypropan-2-yl) - 2-
méthyltetrahydrofurane-2-yl] -3-
méthylhexa-1, 5-dién-3-ol (35) R=H

(5Z) -6- |5- (2-O-B-D-glucopyranosyl-
propan-2-yl) -2-
méthyltetrahydrofurane 2-yl] -3-
méthylhexa-1,5-dién-3-ol (36)
R=Glc

[40]

41

C. pinnatifida
Feuilles

O O
GlcO

HO O\\\\\\“

OH

5-éthényl-2-[2-O-B-D-glucopyranosyl-
(1'"—6")-p-D-glucopyranosyl-propan-2-
yl]-5- méthylterahydrofurane-2-ol

[40]

Ro/\/\l\

42

43

44

C. pinnatifida

(Z)-3-hexényl O-B-D-glucopyranosyl-
(1'""—6")-p-D-glucopyranoside
R= Glc-Glc

(Z)-3-hexényl O-p-D-xylopyranosyl-
(1’°- 6°)-b-D-glucopyranoside
R=Glc-xyl

(Z)-3-hexényl O-p-D-rhamnopyranosyl-
(1''—6")-p -D-glucopyranoside

[40]

R=Glc-Rhm

N
N
N
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Z
(3R,5S,6S,7E, 9S)-megastigman-7-éne- [40]
45 3,5,6,9-tetrol 9-O-B-D-glucopyranoside
R=Glc
46 C. pinnatifida (BR,5S, 6S,7E,9S)-megastigman-7-¢ne- [40]
Feuilles 3,5,6,9-tetrol, R=H
(6S, 7% ,9R)-6,9-Dihydroxy-4,7- [40]
47 megastigmadién-3-one 9-0-[f-
Dxylopyranosyl-(1'"—6")--D-
glucopyranoside] R= Glc-xyl
OH
C. pinnatifida HO. 0
48 Feuilles HOJ:\)QS 0 [40]
HO' - j
St o7
(38,9R)-3,9-Dihydroxymegastigman-5-
éne 3-O-primeveroside
C. pinnatifida [40]
49 Feuilles
3,9-Dihydroxymegastigma-5-éne
C. pinnatifida Q-Gle
Feuilles OIS [40]
50 oH
HO £
OH
(3S,5R,6R,7E)-Megatsigmane-7-éne-3-
hydroxy-5, 6-epoxy-9-O-p-D-
glucopyranoside
= OH
C. pinnatifida
51 Feuilles [40]
C. pinnatifida
Fruit
52 [31]
C. monogyna,
C. oxyacantha
Acide gibbérellique

en triterpénoides pentacycliques. Tableau 16.

Suite
Tablea
u 15:
Principa
les
structur
es des
terpenes
isolés
de
différen
tes
especes
du
genre
Crataeg
us.

11.4.3.2.
2.
Triterpé
noides
Les
triterpén
oides de
ce genre
sont
classés
en
triterpén
oides
tétracyc

liques et

Tableau 16: Principales structures des triterpénoides isolés de différentes espéces du genre

Crataegus.

[ e

Espéces

Structure et nom du composé

| Références |
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53 C. pinnatifida [25,41]
54 | C. pinnatifida
[42]
C. pinnatifida
55 C. scabrifolia [41,43]
C. oxyacatha
56 C. pinnatifida [44]
Fruits
57 C. pinnatifida [42,44,45]
Fruits
58 C. cuneata
Fruit [46]
[47]
59 C. pinnatifida
Acide 2a, 3B, 19a-trihydroxyursolique
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60 C. pinnatifida [43]
61 C. pinnatifida [48]
Cycloarténol

62 C. pinnatifida

[48]
Butyrospérmol

63 C. pinnatifida
[48]
64 C. pinnatifida [43]

Bétuline
65
C. pinnatifida [27]
18,19-;ec0-2a, 3p-dihydroxy-19-acide
oxo-ursl1,13 (18) -dién-28-oique

Suite
Tableau
16:
Principa
les
structure
s des
triterpén
oides
1solés de
différent
es
especes
du genre
Crataeg
us.

11.4.3.3.
Les
stéroide
s

Les

principa
ux
Stéroide
$ qui ont
été
signalés
pour ce
genre
sont
résumes
dans le
Tableau
17 :

Tableau

17: Principaux stéroides isolés rapportées de différentes especes du genre Crataegus.

Ne | Espéces

\ Structure et nom du composé

| Références |
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CH,

66 C. pinnatifida

p-Sitostérol R=H

tiges et feuilles

3
24-Méthylén-24-dihydrolanostérol

Fruits
67 p-Daucostérol R= Glc [24]
CH,
p CH;,
C. pinnatifida N
68 Fruits ~1 CH, [24]
69 C. pinnatifida [48]

11.4.3.4. Les flavonoides

Les flavonoides et leurs dérivés, y compris les flavones, les flavonols, les flavanones, les

flavanonols, les flavanols et les polymeres de flavanols, sont les composants chimiques les

plus abondants du genre crataegus.

11.4.3.4.1. Les flavones

Tableau 18: Principaux flavones signalés dans le genre Crataegus

ik

OH
Apigénine

N° Espéces Structure et nom du composé Références
OH
C. microphylla HO o ‘
70 C. pinnatifida [49, 50]
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s e
71 C. monogyna - I
R 51.52]
1,
S
Apigénine-6,8-di-C-glucosides
OH

72 C. curvisepala [53]

C. pinnatifida

Lutéoline
1T
e ._T__. .
'T'.._T_.. ~aH S [54]
73 C. macrocarpa :'"-]-"'"“*c--"D"-[-"'L“*—-"'ﬂ'-'-aH
on &
Lutéoline-7-0O-Glucuronide

74 C. monogyna [55]

C. pentagyna

C. monogyna [55]
75 C. pentagyna

O
Iso-orientine
Ry

C. pinnatifida [56]

C. microphylla Vitexine [49]
76 C. maximowiczii Ri=Gle, R;=H, Rs=H, Ri=H [57]

C. macrocarpa [54]

C. pinnatifida [56]
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C. microphylla Vitexine rhamnoside [49]
77 C. davisii Ri=Glc*-Rha, R=H, Rs=H, Rs=H [58]
C. oxyacatha [7, 61]
78 C. pinnatifida Isovitexine [59]
Rle, R2: GIC, R3:H, R4:H
79 C. pinnatifida Hyperoside [60]
Rle, RZZH, R3=O-Gal, R4=OH
C. davisii o ¥ [58]
C. monogyna [51,52, 62]
C. aronia HO " [62]
80 C. HO - [62]
pseudoheterophylla
Iy v
vitexine-2'"-O-rhamnoside (3) R=2"-0-
rhamnose
OH CHs
O~coon
5~ COOH
81 C. sinaica OH [63]
3. 4""-di-0-acétyl-2'"-0-a-
rhamnosylvitexine
OH
HO, WOH
82 C. monogyna o [64]
HO
[64]
83 C. monogyna o
o0 OH
Néoschaftoside
Néoisoschaftoside
84 C. monogyna [64]
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85 C. curvisepala
[65]
86 C. sanguinea [66]
2°’-Acétylvitexine
OH
OH P \
. davisii o [67]
87 C. d N
O
O
Crataéquinone B

Suite Tableau 18: Principales flavones signalées dans le genre Crataegus

11.4.3.4.2. Les flavonols

Les principaux Flavonols qui ont été signalés pour ce genre sont résumés dans le Tableau 19 :

Tableau 19: Principaux flavonols qui ont été signalés pour le genre Crataegus

| N° | Espéces \ Structure et nom du composé | Références |
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Z
R, R; R; R4 Rs R
88 C. pinnatifida | H OH OH H OH H [68]
Kaempférol
89 | C curvisepala |OH| OH | OH | H | OH | H [69]
Quercétine
90 | C. anacetifolia | H | OH | OH | H | OoH | OH [70]
Herbacétine
91 | C. anacetifolia | H | OCH; |  OCH; | OCH; | OH | H [70]
Santine
92 | C anacetifolia | H | OCHs | OCH; | OCH; | OCH; | OCH; [70]
5-Hydroxyauranétine
93 C. davisii OH| OH | O-rutinose | H | OH | H [67]
Rutine
OH | OH O- H OH H [71]
94 robinobioside
Bioquercétine
95 | C. pinnatifida 8-Méthoxykaempférol R=H [71]
96 Pinnatifidine R= -Glc [72]
H(E)
o A WOH
on Cl,
97 Kaempférol 3-néohesperidoside R=H 31 [73]
C. pinnatifida
98 8-Méthoxykaempférol 3-néohesperidoside R=OCH; | [73]

11.4.3.4.3. Les flavanones et les flavanonols

Les principaux Flavanones et flavanonols qui ont été signalés pour ce genre sont résumes

dans le Tableau 20:

Tableau 20: Principales structures des flavanones et flavanonols isolés du genre Crataegus.
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Z
N° Espéces Structure et nom du composé Références
OH
HO o \\\\\\~,~©/
99 C. folium \E;li';l [29]
OH ©
Naringénine
Rj3
OH
H
R zO\E;i(:j =
OR, o
Ry R R;
100 C. pinnatifida -Gle -Gle H [74]
C. phaenopyeum Naringénine-5,7-di-glucoside
101 C. pinnatifida -Gle | H | -Glc [74]
C. phaenopyeum Eriodictyol-5,3'-di-glucoside
OR,
OH
H
HO O Lo
OH O
R, R;
102 C. pinnatifida H H [75]
C. sinaica (+)-Taxifoline
103 C. pinnatifida Ara | H [75]
C. sinaica (+)-Taxifoline 3-O-arabinopyranoside 3-
O-arabinopyranoside
104 C. pinnatifida -Xyl H [75]
C. sinaica (+)-Taxifoline 3-O-xylopyranoside
C. pinnatifida H | -Ara
105 C.pentagyna Cratéside [76]
C.monogyna
OH
OCH;
106 C. microphylla HO I o O [49]
OH ©
Hesperétine

11.4.3.4.4. Les flavanols et les polyméres de Flavanols

Tableau 21: Principales structures des flavanols et polymeres de Flavanols isolés du genre
Crataegus
| N° \ Espéces |

Structure et nom du composé

\ Références |
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C. folium [77]
107
C. sinaica [63]
C. monogyna [52]
108 C. curvisepala [65]
C. azarolus var.
euazarolus,
C. aronia
C. oyacantha [61]
o [63]
C. sinaica
OH
OH
109 C. pinnatifida H
Fruits . [78]
OH OH
Leucocyanidine
HO OH
110 C. pinnatifida [79]
Feuilles
C. pinnatifida
111 Feuilles [79]
C. pinnatifida
112 Feuilles [79]
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g@ s
Z
Procyanidine B4
113 C. pinnatifida [79]
Feuilles
Prbcyanidine BS
114 C. pinnatifida [79]
Feuilles
115 C. pinnatifida [79]
Feuilles
Procyanidine D1

38



116 C. pinnatifida
Feuilles [79]
OH OH
OH O
Epicatéchine-(4p—6)-Epicatéchine-(4p—8)-
Epicatéchine
OI1
O
O
OH
[79]
C. pinnatifida
117
Feuilles
OH
OI1
Epicatéchine-(4p—8)-Epicatéchine-(4p—6)-
Epicatéchine
118 C. pinnatifida [79]

Feuilles

OH
Procyanidine E1

Suite Tableau 21: Principales structures des flavanols et polyméres de Flavanols isolés du
genre Crataegus
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11.4.3.5. Les lignanes

Les principaux lignanes qui ont été signalés pour ce genre sont résumés dans le Tableau 22 :

Tableau 22: Principales structures des lignanes isolés du genre Crataegus

NO

Especes

Structure et nom du composé

Références

119

120

121

122

123

C. pinnatifida

Feuilles

H,CO WCH,OGle

HO CH,OH

OCH,

H;CO OCH;
OH

((-)-20-0-(B-D-glucopyranosyl)-lyoniresinol

H;CO

HO

OCH;

Erythro-1- (4—0—[3-D-gluc0pyran0syl -3-
méthoxyphenyl)-2-[4-(3-hydroxypropyl)-2,6-
dlmethoxyphenoxy] 1,3-propanediol

GlCO‘O&i;/\/\
H;CO

OCH;
(7S, 8R)-urolignoside

H,;CO OCH;
(7S, 8R)-5-méthoxydihydrodéhydrodiconiferyl
alcohol-4-0-B-D-glucopyranoside

[80]
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124

GleO OCH;
Acérnikol-4''-0-B-D-glucopyranoside)

CH,OH

HOH,C

125 | C. pinnatifida

Feuilles o et [81]
Gle-O

OCH;
(2,3-Dihydro-2-(4-O-p-D-glueopyranosyl-3-
méthoxy-Phényle)-3-hydroxyméthyle-5-(3-

hydroxypropyl)-7-méthoxybenzofurane)

Glc-O,
C. pinnatifida
126 Feuilles HO O Q OCH, [82]
H,CO

Shanyenoside A

Suite Tableau 22: Principales structures des lignanes isolés du genre Crataegus

11.4.3.6. Composés contenant de 1'azote

Jusqu'a présent, sauf quelque composés azotés ont été isolés a partir des feuilles de C.
pinnatifida. En 1990, les composés azotés isobutylamine (127), éthylamine (128),
diméthylamine (129), triméthylamine (130), isoamylamine (131), éthanolamine (132), choline
(133), acétylcholine (134), spermindine (135), la O-méthoxyphénéthylamine (136), la
tyramine (137) et la phényléthylamine (138) ont été isolées et identifiées.
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2
el o + Gl i
o ~ e ot
UM e e e g, e e
Ch )
127 128 129 130 a1
| G “u.,
HEF e ] r 1 i - g e e, etiTR
B oM g H.4 N
132 133 134 135
p— HiH Ri R
Ryt s 4 7% 136 OCH; H
P 137 H OH
= 138 H H

Figure 1: Principales structures chimiques des composés contenant de 1'azote chez

C. pinnatifida

I1.4.4. Activités pharmacologiques :
Le genre Crataegus a été étudié¢ pour plusieurs activités biologiques, notamment ’activité

antihypertenseur, anti-arythmie, antioxydante, anti-inflammatoire, gastroprotectrice,

antimicrobienne, antivirale et autres.

Tableau 23: Activités pharmacologiques de quelques especes de Crataegus

Especes Parties Activités Références
pharmacologiques

C. tanacetifolia Feuilles Activité [83]

C. oxyacantha / antihypertenseur [84]

C. oxyacantha Feuilles Activité anti- [85]
arythmique

C. tanacetifolia / Infarctus du myocarde | [86, 87]

C. oxycantha / [88]

C. oxyacantha / anti-athéromate et [89]
coronarodilatant

Crataegus meyeri / Activité [90]
antiarythmique sur le
myocarde ischémique

C. oxyacantha L Baies Insuffisance cardiaque | [91]. [92]

C. monogyna Jacq congestive

C. laevigata / Activité antioxydante | [93]

C. monogyna

C. aronia Feuilles et [94, 95]
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fruits non muires

C. monogyna, / Activité anti- [96]

C. oxycantha inflammatoire,

C. laevigata gastroprotectrice,

C. tanacetifolia Lam
Activité
antimicrobienne

C. aronia var. Aronia, | Feuilles et baies | Activité antivirale [62]

C. monogyna

C. pseudoheterophylla

C. oxyacantha / L'effet anxiolytique [97,98]

C. pinnatifida

C. oxyacantha / Activité [99,100]
antihyperlipdémique

C. oxyacantha Fruits Activité [101]
radioprotective

C. pinnatifida Feuilles et Activité [102]

fruits immunostimulante

C. oxyacantha / Activité inhibitrice [103]
diurétique /ACE

C. oxyacantha / Activité [103,104]
hypoglycémique

C. pinnatifida Feuilles et Activité [102]

fruits hépatoprotective
C. pinnatifida / Activité cytotoxique [98]

Suite Tableau 23: Activités pharmacologiques de quelques espéces de Crataegus

II.5. Conclusion

A l'issue de cet inventaire des métabolites secondaires isolés de genre Crataegus de la famille

Rosaceae, il faut souligner la grande variété structurale des acides, triterpenes, stérols et

composés phénoliques. Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de

composés qui possedent une trés large gamme d'activités biologiques. On citera en particulier

les acides dicaféoylquiniques ; molécules naturelles d'origine végétales a haute valeur ajoutée

pour des usages pharmaceutiques, cosmétiques, nutritionnels et agronomiques. Les iridoides

naturels sont utilisés comme source de chiralité pour la conception de molécules bioactives

que ce soit par la nature ou en synthése. L'importance et le role des flavonoides, des

triterpenes et des acides dans le domaine biologique sont bien connus.
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IT1.1. Introduction

Comme il a été¢ décrit dans le premier et le deuxieme chapitre les principaux métabolites
secondaires du genre Crataegus et cytisus sont, les flavonoides, les terpenoides et les
iridoides. Dans ce qui suit nous nous intéressons a 1’espéce, Crataegus oxyacantha L., et

I’espece Cytisus triflorus L’Her.

II1.2. Investigation phytochimique de ’espéce Crataegus oxyacantha L.
I11.2.1. Critére de choix de cette espéce
Plusieurs criteéres ont guidé le choix de cette étude, parmi lesquels on cite :
4 Son intérét économique et ses utilisations. C'est une plante de grand intérét
¢conomique dans l'alimentation humaine et en pharmacopée [1]
4 Son utilisation en médecine traditionnelle [1,2]
a Notre intérét prononcé au genre Crataegus qui a la capacit¢ d’accumuler des
molécules a activité biologique potentielle, notamment les flavonoides.
2 Les résultats des investigations phytochimiques et biologiques obtenus sur cette
espece, nous ont encouragés a entreprendre cette étude a la recherche de nouvelles

molécules.

I11.2.2. Place dans la systématique botanique

Ce classement se réfere a la classification botanique [3,4] Tableau 24:

Tableau 24: Classification taxonomique de Crataegus oxyacantha Linn.

Royaume Plantea
Division Angiosperme
Classe Magnoliopsida
Ordre Rosales
Famille Rosaceae
Sous-famille Maloidae
Tribe Crataegeae
Genre Crataegus
Espéce C. oxyacantha

Linn.
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Tableau 25: Classification phylogénique APG IV 2016 de Crataegus oxyacantha Linn.

Régne Plantea

Clade Angiospermes

Classe Rosidées

Ordre Rosale

Famille Rosacées

Sous famille Spiraeoidées

Genre Crataegus

Espéce Crataegus laevigata (Poir).DC

Synonymes Crataegus oxyacantha (L) auct,
Crataegus oxyacanthoides. Thuill

I11.2.3. Nom vernaculaire: [5]
Anglais: Hawthorn, May Thorn, harthorne, haw.
Hindi: Vansaangli

Nom local; Pandaakh

II1.2.4. Noms Latins: Crataegus laevigata (Poir.).DC, (également connu comme Crataegus
oxyacantha), Crataegus monogyna, tient son étymologie du latin: crataegus ou « kratos »
dont la signification en francais exprime la branche dure par allusion a la dureté de cet

arbrisseau. [1,6]

I11.2.5. Noms communs

Cette espece est connue en France sous les noms suivants :

- Aubépine : obtenu suite a une déformation du nom latin « spina alba » puis « albispina » qui
veut dire épine blanche [7].

- Aubépine a deux styles : vu que la fleur en présente deux [8].

- Aubépine des haies, épine blanche : vue qu’elle est armée d’épines sur ses branches
claires.

- Epine de mai en se référant au mois de mai, la saison de sa floraison [9].

- Et en vieux francgais on 1’appelait albinspine puis albinspin [7].

Les anglais utilisent les appellations de : hawthorn qui tient sa racine d’un mot composé
anglais ancien « hagathorn » dont hedge=haie ; thorn=¢pine [10], haws, may bush, may

bolossom, white thorn, hawthorn midland [11].
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En langue arabe littéraire cet arbrisseau porte la nomination de : Js£ 3 Zaaror [12]. Quant
aux noms vernaculaires les plus répandus en Algérie sont: Baba adjina (use LL),
Boumekherri (s_3<3) [13]. Dans la région de Tlemcen les branches sont connus sous le nom
de : Ain baquera (3,3 (=) quant au fruit, on I’appelle Zaaror (L3 3).

Les noms berbéres ou targui sont: Admamai, Allméne, Idmine, a Jijel (abadd)). [13].

I11.2.6. Description morphologique

Le nom de l'espéce oxyacantha, dérive du grec Mots « oxus » signifiant aigue ou pointue, et
« akantha » signifiant une épine [14]. Un arbre a feuilles caduques de petite & moyenne taille
aux rosacées avec des grappes en forme de parapluie de fleurs blanches ou roses, brillant.

Les feuilles dentées et les baies rouges brillantes et brillantes.

Les fleurs de couleur blanche sont portées a l'intérieur d'inflorescences a téte plate appelées
corymbes ou dans des inflorescences globulaires appelées umbels et contiennent
habituellement 5 pétales, 5 a 18 étamines et ont une odeur rance.

Les fruits d'oxyacantha (Figure 2) sont connus sous le nom de pommes, bien que les graines
et leurs endocarpes osseuses soient appelés pyrenes. Entre 1 et 5 pyrenes sont produites en
chaque pomme.

Le calice est persistant au sommet du fruit, il renferme cinq sépales libres de couleur verte-
brune d’un aspect glabre et de forme triangulaire.

La corolle est aussi pentamére et libre, blanchatre de forme arrondie a approximativement
ovale. Les épines sont de petites branches a pointes pointues qui proviennent d'autres
branches ou du tronc et ont généralement une longueur de 1-3 cm.

Le tronc ou la tige de C. oxyacantha a été difficile bois, écorces lisses et gris-gris et branches

épineuses [15, 16].
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Figure 2: Crataegus oxyacantha Linn.: (Illustration des différentes parties de ’appareil
végétatif (branche comportant des épines, feuilles lobés) et reproducteur (sommités fleuris,
baies) [15].

II1.2.7. Répartition géographique

Ces arbres de petite et moyenne taille (5-15 m de haut) sont cultivés et spontanée dans les
pays du Maghreb, en Algérie et au Maroc ou elle est commune, en Tunisie ainsi que dans tous
les pays d’Europe notamment en France et en Asie occidentale; et se retrouvent
principalement dans des régions tempérées comme 1'"Amérique du Nord, I'Inde, la Chine et
I'Afrique du Nord. Dans les années 1800, les colons britanniques 1'ont introduit en Tasmanie
et dans d'autres parties de I'Australie en tant que haie, et il court maintenant a Victoria, a
Tasmanie, aux collines d'Adé¢laide et aux plateaux de Nouvelle-Galles du Sud. Crataegus est
une plante agressive qui est tenace et difficile a éliminer. En Inde, il se trouve dans I'Himalaya
modéré, le Cachemire et I'Himachal Pradesh, a une altitude de 1800-3000 métre. [15,17, 18].
En Algérie, Crataegus oxyacantha Linn., est commune dans tout le pays, sauf sur les hauts
plateaux; elle est commune dans les foréts et les maquis de 1’Atlas Tellien, elle peut étre

confondue avec d’autres especes [19].

I11.2.8. Usages traditionnels
C. oxyacantha Linn. est une plante fruitiére ayant une longue histoire dans la médecine
traditionnelle. Il a été utilisé traditionnellement:

En Algérie, pour apaiser les troubles intestinaux et lutter contre I’hypertension [20].
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En Chine comme boisson populaire chinoise et pour abaisser les taux de lipides sanguins chez
les humains et les rats [21]. En Europe, comme cardiotoniques, diurétiques, hypotensifs et
comme agent anti athérosclérose [20, 22, 23], En Irlande, pour traiter diverses affections du
cceur [24]. En Amérique, comme médicaments par groupes autochtones [24].

Les hindous se servaient des feuilles sous forme de cataplasme pour faire disparaitre les
furoncles, les plaies et les ulcéres alors que la décoction des racines est utilisée comme
diurétique [22]. En Turquie, cette plante a été utilisée en cas d’hémorroides et contre le
diabéte [25]. Comme un tonique cardiaque et les utilisations actuelles incluent le traitement
de l'angine, de I'hypertension, des arythmies, de l'insuffisance cardiaque congestive [26].
D'autres usages de l'aubépine ont inclus dans le traitement des affections digestives, la
dyspnée, les calculs rénaux. Aujourd'hui, I'aubépine est utilisé principalement pour diverses

maladies cardiovasculaires, mais il n'est pas encore entré en Inde comme tonique cardiaque

[27].

111.2.9. Travaux antérieurs

I11.2.9.1. Phytochimie
C. oxyacantha L. contient du glycoside d'heptahydroxy flavane, des polymeres de flavane [28,

29]. Les composants flavonoides et les procyanidines oligomeres, en tant que constituants clés
de C. oxyacantha, sont responsables de son potentiel thérapeutique [23].
Ils sont présents dans les feuilles, les fleurs et les baies. Les Principaux phytoconstituants de

C. oxyacantha ont été mentionnés dans le Tableau 26.
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Tableau 26: Phytoconstituants de C. oxyacantha L.

Partie de Nom du Zone de
plante composé recherche | Année | Référence

Données reportées

Fruits, Feuilles Hépta Hydroxy Flavone glycoside | Allemagne 1955 [28]
Fruits, Feuilles Polymeéres de flavane Allemagne 1967 [29]
Feuilles, Fleurs Monoamines noradrénaline, Italie 2007 [30]
adrénaline, dopamine et L-DOPA
Feuilles, Fruits Procyanidines Pologne 2007 [31]
Les flavonoides tels que
Feuilles, Fleurs la Vitexine-2"-O-Rhamnoside, Italie 2007 [32]
I'hyperoside et

les procyanidines oligomeéres

3-0O-Acide-Caffeoylquinique (A),

Vitexine 2"-a-L-Rhamnoside (B),

Japon 2007 [33]

Feuilles Vitexine-2"-(4-0O-Acétyle-a-L-

Rhamnoside) (C),

9-0O-B-D-glucopyranosyl-4,9-

dihydroxy-3-methoxypropiophénone

(D)
Acide 4-O-B-D-glucopyranosyl-p-
coumarique (E)

Données révisées

Sotautylamine, O-méthoxy
Fruits, fleurs, phényléthylamine, Acide ursolique,
feuilles Acide oléanolique,

Acide Cratégolique, Adénosine Inde 2007 [18]
Adénine, Guanine, Acide Caféique,
Quercétine,
Hyperoside, Rutine, Vitamine C,
Vitexin-4'-Rhamnoside, Epicatéchol,
Tyramine

I11.2.9.2. Activités pharmacologiques

Le fruit rouge est riche en flavonoides et est la partie la plus fréquente dans la phytothérapie.
Divers extraits de C. oxyacantha. Sont évalués pour le dépistage des modeles in vitro/in vivo.
Dans les études expérimentales, I'activité hypolipidémique, anti-inflammatoire et anti-anxiété
des baies de C. oxyacantha a été confirmée [1,34, 35] Du point de vue médicinal, les extraits
de fruits d'aubépine contiennent une forte proportion de composés polyphénoliques et
présentent de bonnes activités antioxydantes et antimicrobiennes. Les composés phénoliques

ont principalement porté sur l'activité antioxydante des extraits de fruits. Ainsi, le fruit
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d'aubépine a une importance biologique significative pour ses propriétés antioxydantes et

microbiologiques [36].

Les bioflavonoides de C. oxyacantha se détendent et dilatent les

artéres, en particulier les artéres coronaires. Cela augmente le flux sanguin du muscle

cardiaque et réduit les symptomes de 1'angine et les contractions du muscle cardiaque [37].

Les bioflavonoides sont également fortement antioxydants, contribuant a réduire la

dégénérescence des vaisseaux sanguins [38,39].

Diverses activités pharmacologiques de C. oxyacantha. ont ét¢ mentionnés dans le Tableau

217.
Tableau 27: Activités pharmacologiques de I’espéce C. oxyacantha L.
Partie | Extraction | Extrait Activité Zone de | Année | Référence
utilisée biologique recherche
Feuilles | Percolation | Aqueuse Hypotensive Banque de | 1987 [40]
I’ouest
Baies Percolation | Alcoolique | Hypolipidémie Inde 1994 [41]
Extraction | Acétone -
Ecorce a chaud acétate Antioxydante Portugal 2000 [42]
d'éthyle
Plante 86% de Alcool Hypotensive Johannesb | 2000 [43]
entiere | macération urg
Feuilles, | Percolation | Méthanol Inhibiteurs de France 2001 [44]
Baies I'ECA
Baies Extraction 49% Cardioprotecteur Suisse 2003 [45]
a chaud d'éthanol
Feuilles, | Percolation | Alcoolique Anxiété et France 2004 [46]
Baies dépression
Effet chronotrope
Feuilles | Extraction 50% négatif, Etats-Unis | 2006 [47]
a chaud d'éthanol Cardiotonique
Baies Percolation 95% Infarctus du Etats-Unis | 2006 [2]
a froid d'éthanol myocarde
81%
Fleurs Percolation hydro- Antioxydante Pologne 2007 [31]
alcoolique
Free-radical-
balayage,
Anti-
Baies Triple 70% inflammatoire, Serbie 2011 [48]
percolation | d'éthanol | gastro-protecteur,
Activités
antimicrobiennes
Baies Percolation / Hypolipidémique Inde 2008 [49]
et antioxydant
Feuilles, / Cardioprotecteur
baies, Percolation Etats-Unis | 2008 [50]
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fleurs
Fleurs | Percolation | Alcoolique Inhibition du Etats-Unis | 2010 [51]
Thromboxane A2
Feuilles, | Macération | Alcoolique | Immunomodulate Inde 2010 [52]
baies
Plante Extraction | Méthanol Hypolipidémie Maroc 2011 [53]
entiére a chaud
Fruits Macération | Ethanol Antimicro*bienn Serbie 2012 [36]
frais e
Fleurs / / Antimicrobienne Algérie 2011 [54]
Feuilles | Macération | n-butanol Effets Algérie 2018 [74 ,75]
hépatoprotecteu
rs

Suite Tableau 27: Activités pharmacologiques de 1’espece C. oxyacantha L.

I11.2.9.3. Emplois

v" Produits naturels
C. oxyacantha se trouve comme miel de couleur ambrée et de consistance légérement
crémeuse ayant une saveur agréable et douce a la dégustation. Recommandé en tant que
calmant, tonique du coeur, antispasmodique, apaisant dans les états de stress ou de
nervosisme. Il est également bénéfique chez les artérioscléreux, dyspeptiques et les femmes
présentant des troubles de la ménopause [55]. Elle est aussi utilisée comme pollen et tisanes,
il est connu par sa richesse en fer, en vitamines (B6-B9-C) mais surtout par sa forte teneur en
protéines végétales [56-58].

Les baies séchées sont préconisées principalement pour leur effet hypolipémiant [59].

Pollen cru de
C. oxyacantha [56].

Baies entiéres séchées
de C. oxyacantha [59]

Tisanes de sommités fleuries
de C. oxyacantha [58]

Miel de C. oxyacantha
[55].

Figure 3: Produits naturels préparés de C. oxyacantha
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v Préparations galéniques a base d’extrait d’aubépine :
Elles se présentent sous différentes formes solides et liquides (géllules, comprimés, solutions

buvables...). [60, 61]

e

L It LR | B A

#

#ﬁ *,h'ﬁ‘

N Ry

gt HkAAE

Figure 4: Préparations commercialisées a base de C. oxyacantha

Ces compléments alimentaires contiennent des extraits de nature différente de fleurs, feuilles
ou baies a des concentrations variables, ce qui est a I’origine de la diversité d’indication [60,

61]

v' Médicaments :
C. oxyacantha se présente sous différentes formes de médicaments commercialisés en Europe
et surtout en Allemagne.: (Crataegutt) ce médicament est indiqué dans I’insuffisance
cardiaque de classe I ou IT de NYHA. Il est capable également d’atténuer les symptomes liés a
I’IC. (Cardiocalm) indiqué contre les palpitations, les troubles légers de sommeil ou comme

traitement symptomatique de nervosité. [61],

B i) | 5

Figure 5: Crataegutt et Cardiocalm : médicaments a base d’aubépine
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I11.2.10. Protocole Expérimental

I11.2.10.1. Récolte du matériel végétal

C. oxyacantha Linn. a été récoltée de la région de la wilaya de Mila (Est algérien), en
Septembre 2014 et authentifi¢e par le professeur Mohamed Kaabache (département de
botanique, Université Ferhat Abbas, Sétif, Algérie). Un spécimen de référence (CO 24/09/14)
a ¢t¢ déposé¢ dans I'Herbier de 1'unit¢ de recherche VARENBIOMOL, Université¢ Freres
Mentouri, Constantine.

Les parties aériennes (feuilles et fruits) ont été séchées dans un endroit sec et a 1’abri de la
lumiére du soleil et d’humidité ensuite broyées et pesées, et on obtient finalement (feuilles

800 g, fruits 460 g).

111.2.10.2. Extraction

I11.2.10.2.1. Extraction solide liquide (ESL)

Les parties aériennes (feuilles 800 g et fruits 460 g) sont mises a macérer dans un mélange
hydro alcoolique (Ethanol /Eau, 80/20 ; v/v) pendant 24 heures a température ambiante. Cette
macération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant et dure 48, 72 heures. Cette
opération effectuée a froid permet d’éviter la dégradation des produits thermolabiles.

Apres la filtration, 1’extrait hydro alcoolique récupéré est concentré sous pression réduite et
une température environ de 35 °C, a cet extrait, on ajoute 400 ml d’eau distillée, puis on le
laisse reposer pendant une nuit. Apres filtration la solution aqueuse obtenue subit une
extraction de type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en
commencant par I’ether de pétrole , le chloroforme puis 1’acétate d’éthyle et en dernier le n-
butanol. Les phases organiques récupérées sont concentrées sous pression réduites a sec et
pesees.

Le processus d'extraction est résumé par l'organigramme reporté dans la figure 6 et le

rendement des phases organiques sont données dans le Tableau 28 :
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Matiere végétal

Feuilles : m = 800 g, fruits 460 g

*Macération a froid dans un mélange
EtOH /H20 (80 : 20 ; v/v) 3fois 24h

Aprés concentration
(Extrait brut)

* Ajout de H20 distillée : 400 ml (feuilles) ;
200 ml (fruits)

* Repos d’une nuit

» Filtration

5 '

Filtrat Résidu

« Extraction par I’Ether de pétrole (1 fois)
* Décantation

Phase éther de pétrole

Phase
aqueuse

* Extraction par CHCI; (3 fois)
* Décantation

Feuilles: m = 0,097 g ; fruits : 0,04 g

Phase Phase

aqueuse organique

* Extraction par

I’AcOEt (3 fois)
* Décantation

Apres I’évaporation

Extrait chloroforme

Feuilles: m = 2,13 g ; fruits 1,17

Phase Phase
aqueuse organique
« Extraction par le l Apres 1’évaporation
n-butanol (3 fois)
* Décantation Extrait AcOEt

Feuilles: m = 14,01 g ; fruits 2,03

Phase
organique

Phase
aqueuse

Figure 6: Extraction de Crataegus oxyacantha L. (Feuilles et fruits)

Apreés 1’évaporation + concentration

Extrait n-butanol

Feuilles: m = 50,7 g, fruits 9,32
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Tableau 28: Rendement des phases de C. oxyacantha Linn (Feuilles et fruits)

Matiere végétale Phase Masse (g) Rendement (%)

Ether de pétrole 0,097 0,01

Feuilles : 800 g Chloroforme 2,13 0,26
Acétate d’éthyle 14,01 1,75

n-Butanol 50,7 6,33

Ether de pétrole 0,04 0,008

Fruits : 460 g Chloroforme 1,17 0,25
Acétate d’éthyle 2,03 0,44

n-Butanol 9,32 2,02

I11.2.10.2.2. Méthode d’extraction MSPD : (Matrix Solid-Phase Dispersion)
I11.2.10.2.2.1. Matériels et méthodes

v 1. Produits chimiques
L'éthanol (EtOH) (98-100%) (Merck, Darmstadt, Allemagne), L'eau ultrapure a été produite
en laboratoire avec un systéme de gradient Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).

La procédure d'extraction de MSPD a été réalisée avec du sable de mer lavé (200-300 pm,
Scharlau) comme sorbant dispersant et du sulfate de sodium anhydre (Na;S04, 99%) acheté a
Panreac (Barcelone, Espagne) comme agent de séchage. L'extraction de MSPD a été réalisée
dans des cartouches en plastique de 15 mL disponibles dans le commerce.

Des frités de filtre de polyéthyléne (PE) de taille de pores de 20 um de Supelco Analytique
(Bellefonte, PA, USA) ont été utilisées pour compacter la phase de nettoyage et I'échantillon
dispers¢ dans la colonne MSPD. L’eau, L'éthanol et les mélanges hydroéthanoliques de
composition différente ont été testés en tant que solvant d'extraction.

Tous les solvants et réactifs étaient de qualité analytique. Les standarts polyphénoliques pures
(97 a 99%) ont toutes été fournies par Sigma-Aldrich (St. Louis, Etats-Unis). Des solutions
stockées standard individuelles de 2000 - 8000 pg mL™! ont été préparées dans du méthanol.
Les solutions de travail dans l'eau contenant les analytes cibles ont été obtenus par dilution

appropriée. Les solutions ont été stockées a -20 °C et protégées de la lumicre.

v' 2. Méthode (MSPD)
Un g d'échantillon de C. oxyacantha broyé a été mélangé doucement avec 4 g de la phase de

dispersion (sable de mer) et 2 g de l'agent de séchage (Na,S04 anhydre) dans un mortier de
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verre en utilisant un pilon de verre jusqu'a I’obtention d'un mélange homogene (environ 5

min.). Ainsi, une fois le processus de mélange terminé, le mélange a été transféré dans une

colonne MSPD remplie de 1 g de sable marin lavé au fond et munie d'une fritte de

polypropyléne (IST, 16 mm/20 pum).

Une deuxi¢me fritte a été placée au dessus de 1'échantillon avant compression avec un piston

de seringue. L'¢élution a été faite par écoulement par gravité en utilisant de 1'éthanol (EtOH

100%) ou différents mélanges d'EtOH:H>0 (50 % : 50 %), et ’eau (H20 100%). Le volume

d'élution sélectionné était de 10 mL, et 1'éluant a été recueilli dans un tube conique gradué

(Figure 7 et 8).

Na,S04(2g) +
Sable de mer (4g)
plante (1g) 7 t .
e AT e
q“:- = i § ;"ﬁ Yo e
f . Ty, ek
‘.1““ 5 B % ey
Meélanger avec un
Support solide pilon ? Echantillon
mélangé
W.w e C, Sable de mer (1g)
bl oo d balid. : v\Frlte de filtre
Solvant E
Compresse avec piston a seringue
r, ﬁ )
iR i
+.
Echantillon
pour l'analyse
1
G samr ) - s o —
Y- "o w
Lt HEE IR
rmmEprecsing {_:"_I'T"" — i
| Wlixire ——
Lransbe of die mloiore o NEashod 5o sl 12}
@ | R
sringe plunger ‘L 1L- _L —

e E '

Figure 7: Procédure d’extraction (MSPD)
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A Extraction:

10ml {10006E e0H) .
10ml (0500 FHOH: HE
10ml (100% H.0)

Figure 8: Extraction (MSPD) de Crataegus oxyacantha L.

I11.2.11. Etude des extraits (ESL (Feuilles))

Les extraits obtenus sont soumis a un traitement par chromatographie analytique, sur couche
mince de gel de silice, pour mettre au point I'¢luant, ou le systéme d'élution, qui donnerait les
meilleurs résultats de séparation, et également afin d'avoir une idée sur la composition
chimiques de nos extraits. Notre choix s'est porté sur l'extrait acétate d'éthyle (feuilles), vu

leur richesse en composés phénoliques.
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II1.2.11.1. Fractionnement de ’extrait Acétate d’éthyle de C. oxyacantha (Feuilles)
L’extrait AcOEt renferme un précipité jaune de bonne quantité, apres filtration et plusieurs
lavages avec les solvants MeOH et Acétone, on a obtenu le composé 1 (WO2, m = 300 mg),

soluble dans le DMSO). Figure 9.

T
T |
m

Figure 9: Plaque CCM du composé 1, (1) : dans le systéeme (CHCl3/MeOH : 6/4) sous
lumiére UV 254 nm, (2) : Révélateur (Anisaldéhyde).
Avant de faire la séparation par chromatographie sur colonne de cet extrait nous avons
procédé a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice déposée sur une

feuille d’Aluminuim ; la meilleure séparation obtenue était avec le systetme de solvant

Chloroforme/ Méthanol (8 : 2). Figure 10.

Figure 10: Plaque CCM de I’extrait AcOEt dans le systeme (CHCl;/MeOH: 8/2)
(Sous lumiére UV 254 nm).
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Ainsi une masse d'environ 9 g de I’extrait acétate d’éthyle (Feuilles), dissoue dans le
méthanol est mélangé avec une petite quantité de gel de silice pour colonne, I’ensemble est
séché sous vide, puis pulvérisé jusqu’a I’obtention d’une poudre homogene. Cette derniere est
déposée sur une colonne de gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck), préparée dans le
chloroforme.

L’¢lution a été réalisée par le systtme CHCI3/MeOH en gradient de polarité avec un
fractionnement tous les 50 ml du lot 1 au lot 74 et tous les 25 ml jusqu'a la fin puis un lavage
final au méthanol pur. Le suivi de la colonne a été effectué par chromatographie sur couche
mince de gel de silice sur support aluminium. Les lots sont regroupés selon la similitude de
leur profil chromatographique en couche mince. Le suivi de la composition des fractions a été
effectué¢ par chromatographie sur couche mince de gel de silice 60 sur support aluminium
avec plusieurs systémes. Les plaques sont visualisées sous lumiére UV (A = 254 et 365 nm)
puis révélées par I’anisaldéhyde et chauffées pendant 3 mn a 100 °C. Les lots de méme
composition sont rassemblés, on obtient ainsi 24 fractions. Les résultats obtenus sont

présentés dans le Tableau 29.

Tableau 29: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1'extrait AcOEt de
C. oxyacantha. (Feuilles)

Systéme
lots Fractions d’élution % Masse Observations
(50 ml) CHCl; | MeOH (2
1-27 Meélange séparable (beaucoup
Fry 100 0 0,107 de taches)
28-51 99 1 Me¢lange séparable
52-58 Fry 98 2 0,169 M¢élange séparable avec un
produit majoritaire
59-66 Fr3 0,9 M¢élange séparable
67-74 Fry 0,7 Me¢lange séparable
lots M¢élange séparable avec un
(25ml) Frs 97 3 0,34 précipité blanc soluble dans
I’ AcOEt de faible quantité
75-79
80-84 Fre 0,32 M¢élange séparable
85-90 Frs 0,64 M¢élange complexe
91-96 Frg 96 4 0,21 Me¢lange donnant plusieurs
taches
97-101 Fo M¢élange complexe
102-107 Frio 94 6 0,141 M¢lange séparable avec un
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Produit majoritaire
108-114 Fri1 0,73 M¢élange complexe
115-119 Fri2 92 8 1,25 Me¢lange donnant plusieurs
taches
120-126 Fri3 90 10 0,21 Me¢lange donnant plusieurs
taches
127-132 Fris 88 12 0,111 M¢élange séparable avec un
Produit majoritaire
133-143 Fris 0,301
145-160 Frie 85 15 0,45 M¢élange séparable avec un
Produit majoritaire
161-163
164-168 Fri7 83 17 0,255 M¢élange séparable avec un
Produit majoritaire
169-176 Frig 0,64 Trainée
178-180 80 20
181-187 Fri9 0,401 Me¢lange donnant plusieurs
taches
188-193 Me¢lange complexe
194-209 Fr20 78 22 0,39
210-216 75 25
217-225 0,254 Trainée
226-241 Fra1 70 30 Me¢élange donnant plusieurs
taches
242-257 60 40 Trainée.
258-273 Fr22 50 50 0,200 M¢lange complexe
274-289 40 60 M¢lange complexe
290-306 Fr2; 30 70 0,042 M¢élange complexe
307-322 20 80 M¢élange complexe
323-338 Fro4 10 90 0,07 Trainée.
339-354 0 100 0,016 M¢élange complexe

Suite Tableau 29: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de l'extrait
AcOEt de C. oxyacantha. (Feuilles)

I11.2.11.2. Etude des fractions de I'extrait AcOEt
Parmi les 24 fractions obtenues, nous avons procédé a la séparation des fractions Frio, Fri4,

Fris, Fris et Fri7 a cause de leur simplicité et de leur poids relativement important. Pour ces

fractions on a utilisé les petites colonnes, les plaques préparatives et la recristallisation.

> KEtude de la fraction Frio
La fraction Frio (141 mg) additionnée de méthanol a montré la formation d'un précipité.
Apres filtration et lavage au méthanol, ce précipité a donné le composé 2 (WO3, m = 14 mg),

soluble dans le DMSO
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Le reste de la fraction a été rechromatographié sur une colonne de gel de silice (type 60, 230-
400 mesh. Merck), ¢luée par le systtme CHCIl3/MeOH en gradient de polarité. Des sous
fractions de 25 ml ont été récupérées et rassemblées en fonction de leurs profils
chromatographiques pour donner 9 sous fractions. La sous fraction 5 (Frio-5) correspondant a

un produit pur sous forme d’une poudre représente le composé 3 (WOS8, m = 6 mg, MeOH).
Les résultats de cette opération sont récapitulés dans le Tableau 30.

Tableau 29: Récapitulatif de la séparation sur colonne de gel de silice de la fraction Frio

CHCI3 MeOH Volume Sous-fractions Observation
(%) (%) (ml)
100 0 75 Frio1 M¢élange complexe
90 10 30 Frio2 M¢élange complexe
80 20 50 Frio3 Me¢lange séparable
70 30 75 Frio4 M¢élange séparable
65 35 50 Frio-s (Composé 3) Mono tache
50 50 80 Frios Me¢lange complexe
45 55 65 Frio7 M¢élange séparable
40 60 75 Frios M¢élange complexe

> KEtude de la fraction Fris
La Fraction Fri4 (111 mg) renferme un produit majoritaire sous-forme de cristaux blancs, qui
a été purifié sur plaques analytiques de gel de silice, éluée par le systéme (CHCI3/MeOH :
8/2)
pour donner le composé 4 (WO4, m = 14 mg, MeOH).

> KEtude de la fraction Fris

La fraction Fris a ¢ét¢ déposée sur plaques préparatives de gel de silice normale
(CHCI3/MeOH : 7/3). En fin d'élution, les plaques soumises a la lumi¢re de Wood ont montré
cinq bandes: la bande N°2 et la bande N°4 plus intenses que les autres, admettent une
fluorescence noire violette pour la bande 2 et jaune pale pour la bande 4 (365 nm), apres
récupération et ¢lution avec du méthanol, puis une purification ultime sur une colonne de gel
de Séphadex LH-20, ¢luée par du méthanol, nous avons obtenu le produit 5§ (WOS, m = 14,4
mg) soluble dans le MeOH + chauffage) (Figure 11), et le produit 6 (W06, m = 4,2 mg)
soluble dans le DMSO.
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Figure 11: Plaque CCM du composé 5 ; (1): dans le systéeme (CHCI3/MeOH: 8/2) sous
lumiére UV 254 nm ; (2): Révélateur (Anisaldéhyde).

> Etude de la fraction Frie
La chromatographie de la fraction Fris (450 mg) sur colonne de gel de silice (type 60, 230-
400 mesh. Merck), ¢luée par le systtme CHCIl3/MeOH en gradient de polarité, a permis
I’obtention de 14 sous-fractions, la purification du Fris.s (30 mg) sur plaques préparatives a
donné le composé 7 : Fris.s.1 (WO7, 12,7 mg, MeOH) et le composé 8 : Fris.s2 (WO7’, m =
2,3 mg, MeOH). Figure 12.

Cofnposé 8

Firess:

Compogé i —
Fiesa

Figure 12: Plaques CCM du composés 7 et 8 dans le systeme (CHCI;/MeOH : 7/3)
(Sous lumiere (1) : UV 254 nm, (2) : 354 nm).

Les résultats de cette colonne sont récapitulés dans le Tableau3 1
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Tableau 31: Récapitulatif de la séparation sur colonne de gel de silice de la fraction Frie

CHCI3 (%) | MeOH (%) Volume (ml) Sous-fraction Observations

100 0 75 Frie1 Traces

90 10 50 Frig2 Me¢lange complexe
80 20 65 Frie3 Me¢lange séparable
70 30 20 Frie4 M¢élange séparable
60 40 80 Frie-s Tache majoritaire
50 50 30 Fries Me¢lange complexe
50 50 55 Frie7 M¢élange complexe
55 45 85 Fries Me¢lange complexe
55 45 30 Frieo Me¢lange séparable
45 55 40 Frie-10 M¢élange séparable
45 55 75 Frie-11 M¢élange séparable
40 60 70 Fri6-12 Me¢lange complexe
40 60 40 Frie-13 M¢élange séparable
40 60 50 Frie-14 M¢élange complexe

> Etude de la fraction Fri7

L’investigation de la fraction Fri7 (255 mg) sur colonne de gel de silice (type 60, 230-400

mesh. Merck), (2 g) avec un systéme gradient (CHCI3/MeOH : 7/3) a permis 1’obtention de 13

sous-fractions. La sous fraction Fri7.4 (50 mg) a été déposée sur plaques préparatives de gel de

silice normale. Apres récupération et ¢lution avec du méthanol, suivi d'une purification ultime

sur une colonne de gel de Séphadex LH-20 ¢élué par du méthanol, nous avons obtenu le

compos€ 9 : Fri7.4.1 (WO1, m = 4,5 mg, MeOH). Nous avons utilis¢ le méme protocole avec

la sous fraction Fri7-s (25 mg) afin d’obtenir le composé¢ 10: Fri7s2 (WO1’, m = 3,1 mg,

MeOH)

Les résultats de cette colonne sont récapitulés dans le Tableau 32
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Tableau 32: Récapitulatif de la séparation sur colonne de gel de silice de la fraction Fri7

CHClI3 (%) | MeOH (%) Volume (ml) Sous-fraction Observations

100 0 60 Fri7.1 Traces

90 10 70 Fri72 M¢élange complexe
80 20 58 Fri73 M¢élange séparable
70 30 90 Fri74 Tache majoritaire
60 40 80 Fri7.5 Mélange séparable
50 50 45 Fri7.6 M¢élange complexe
45 55 70 Fri77 M¢élange complexe
40 60 85 Fri7-s Tache majoritaire
40 60 60 Fri79 M¢élange complexe
35 65 75 Fri7-10 M¢élange complexe
35 65 75 Fri7n Mélange séparable
30 70 50 Fri7-12 M¢élange séparable
30 70 40 Fri7.13 M¢lange séparable

Le tableau 33 résume tous les résultats obtenus de [D’extrait AcOEt de l'espéce

C.oxyacantha (Feuilles) avec ses références.

Tableau 33 : Composés isolés de I’extrait AcOEt de l'espece
C. oxyacantha (Feuilles) avec ses références

Composé Référence Masse (mg) Solvant
Cl1 w02 300 DMSO
C2 WO3 14 DMSO
C3 WOS8 6 MeOH
C4 WO4 14 MeOH
C5 WOS5 14,4 DMSO
C6 WO6 4,2 DMSO
Cc7 WO7 12,7 MeOH
C8 wO7’ 2,3 MeOH
C9 WOl 4,5 MeOH

C10 wO1’ 3,1 MeOH

Le protocole de fractionnement, isolement et purification des composés issus de l'extrait

AcOEt de C. oxyacantha est représenté dans la Figure 13.
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Figure 13: Schéma de purification des fractions de l'extrait AcOEt de l'espece
C. oxyacantha Linn. (Feuilles)

I11.2.12. Analyse chromatographique des polyphénols par HPLC-DAD

Afin de caractériser les principaux polyphénols individuels des extraits

de

C. oxycantha obtenus dans ce travail, une analyse chromatographique par HPLC-DAD a

¢galement été réalisée. En bref:

Une aliquote de 1 ml de chaque extrait de C. oxyacantha (50 ppm) a été filtrée a travers
un filtre PVDF de 0,22 pum (Simple pure, USA) et analysée a l'aide d'une HPLC Jasco
équipée d'une pompe PU-4180, d'un échantillonneur automatique AS-4150, d'un four
(CO-4061 MD-4010 photodiode array detector (PDA)), et 3,9 mm x 150 mm, 4 pm, (
60 A, Waters Nova-Pak C18 colonne). Le volume d'injection était de 5 pL dans tous les
cas. Les solvants de phase mobile étaient (A) 1 % d'acide formique/eau et (B) 1%
d'acide formique / méthanol. Le programme de gradient de phase mobile a commencé

avec 5 % de B, a été changé a 15% de B a 10 min, 25 % de B a 15 min, 30% de B a4 20
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min, 50 % de B a 25 min et ensuite changé a 100 % de B a 35 min avec une prise de 7
min. Le temps d'exécution complet de la HPLC était de 42 minutes avec un débit de 1,0
ml/min et une température de colonne de 50 °C. Les polyphénols ont été détectés a 280
nm et 320 nm et ont été identifiés par comparaison avec les temps de traitement et les

spectres UV des cartes de purge correspondantes.

I11.2.13. Analyse de confirmation des polyphénols: LC-MS/MS

Afin de confirmer l'identité de ces polyphénols non décrits précédemment chez cette espece,
une analyse LC-MS/MS des extraits a été réalisée. Un instrument Thermo Scientific (San
José, CA, USA) constitu¢é d'un spectrometre de masse TSQ Quantum UltraTM triple
quadrupole équipé d'une source HESI-II (ionisation par ¢€lectrospray chauffée) a été utilisé.
Une colonne Thermo Scientific Hypersil Gold aQ, 1,9 um, 100 mm x 2,1 mm a été utilisée a
un débit de 300 pL/min et a 30 °C avec une pompe / un échantillonneur automatique HPLC
Accela 1250. La phase mobile consistait en un mélange de solvant A (eau de qualit¢ HPLC) et
de solvant B (méthanol) contenant tous les deux 0,1% d'acide formique. L'analyse a été
réalisée en mode d'¢lution en gradient. Le volume d'injection était de 10 pL.

Les conditions de travail optimales établies pour la source HESI étaient les suivantes: pression
du gaz de gaine, 35 unités (unités arbitraires); pression de gaz auxiliaire, 10 au; pression de
gaz du cone de balayage ionique, 0 au; température capillaire, 320 °C; température de
vaporisation, 350 °C et tension de pulvérisation (2500V, en mode négatif). Des transitions
sélectionnées de surveillance de la réaction (SRM) et des énergies de collision ont été
optimisées pour chacun des polyphénols ciblés par perfusion directe dans la source d'ions
fonctionnant en mode négatif: acide caftarique [ion parent (m/z): 310,958; ions du produit
(m/z): 148,961; 174,946; 178,968, énergie de collision (V): 14, 17, 17, respectivement]; et
orientine: [ion parent (m/z): 447,16; ions du produit (m/z): 327,141; 357,157; énergie de
collision (V): 23, 22, respectivement]. Le logiciel Xcalibur 2,2 a été utilisé pour controler le

systeme et gérer les chromatogrammes et les spectres.
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IIL.3. Investigation phytochimique de ’espéce Cytisus triflorus L’Her.
II1.3.1. Critére de choix de cette espéce

Pour notre étude, plusieurs critéres ont guidés notre choix, parmi lesquels :

2 Les especes de ce genre sont réputées pour l’accumulation des métabolites
secondaires de types terpenes, tanins, flavonoides, acides phénolique, alcaloides et
des coumarines [62 ,63]

4 Les résultats des investigations phytochimiques obtenus sur cette espece dans notre
laboratoire, nous ont encouragés a entreprendre cette ¢étude a la recherche de
nouvelles molécules.

I11.3.2. Place dans la systématique botanique

Ce classement se réfere a la classification botanique [65] Tableau 34.

Tableau 34: Classification taxonomique de C. triflorus L’Her. dans le régne végétal. [65]

Cytisus triflorus L’Her.
Royaume Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Fabales
Famille Fabaceae (Papilionaceae)
Sous-famille Faboideae
Tribu Genisteae
Genre Cytisus
Espéce Cytisus triflorus L’Her.)
(Syn. Cytisus villosus Pourr.
Nom commun Broom, Cytise a trois fleurs

I11.3.3. Description morphologique

Cytisus triflorus L’Her. est connue sous le nom "llougui" est I'espece la plus répandue parmi
les 8 especes a croissance naturellement dans tout le nord de 1'Algérie. Il est un balai pérenne
de 1-2 m de hauteur avec des branches poilues. Les feuilles sont en trois, avec des poils
densément soyeux, la médiane est presque deux fois plus longtemps que les latéraux, quand
assombrissement fleurs jaunes sec.1-3 aisselle des feuilles supérieures. Le fruit est une gousse
poilu aplatie de l'enquéte bibliographique a montré qu'il n'y a pas de rapport sur l'utilisation

traditionnelle de cette plante en particulier dans la région méditerranéenne. [66]
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Cependant, C. triflorus est connu dans le Nord de I'Algérie pour ses propriétés médicinales. 11

est utilis¢é pour traiter la douleur abdominale, la cicatrisation des plaies et comme

hémostatique, antifungaland hypotenseur. En outre, les feuilles sont utilisées comme "henné"

pour traiter et teindre les cheveux.

v

Arbrisseau de 1 m a 1,50 m, dressé, robuste, a rameaux allongés, les jeunes couverts
de poils appliqués.

Feuilles pétiolées, a folioles obovales, couvertes sur les deux faces de poils appliqués,
ne noircissant pas par la dessiccation.

Fleurs latérales de couleur jaune, en grappes feuillées sur les rameaux anciens
pédicelles égalant a peu pres le calice

Calice a poils étalés-dressés, allongé, tubuleux, a levres divariquées, la supérieure a
dents obtuses, peu courbées en dehors

Fruit gousse de 25-30 mm sur 5-6, a valves convexes, noire, trés velue-soyeuse.

Floraison : Mai-Juin [64]

Figure 14: Cytisus triflorus L’Her.

I11.3.4. Répartition géographique

Cytisus triflorus pousse fréquemment en Algérie, en France, en Italie, en Espagne, au Portugal

et en Tunisie. En Algérie, il est commun dans la région du Tell Algéro-constantinois. [66]

Parmi les légumineuses, une place particuliere peut étre accordée a I’espece C. triflorus

présente dans les régions de, Azazga, Jijel, Kala, Alger (Nord et Est algérien).
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Figure 15 : Carte de répartition géographique du genre Cytisus [67]

I11.3.5. Utilisation en médecine traditionnelle

Chytisus triflorus L’Her.est utilisé par les populations rurales dans la médecine traditionnelle

pour leurs propriétés térapeutique (africaine, chinoise ...) :

v

Comme reméde efficace contre les blessures. [69].

Elle est utilisée aussi [68]:

v

Pour soigner les sinusites, on presse les feuilles et on applique le jus obtenu dans le
nez ;

La décoction des feuilles sert a baigner le visage, soigner les infections oculaires, les
conjonctivites et les troubles de la vision et en gargarismes, les aphtes ;

Elle est utilisée dans les cas d’hypertension qui se manifestent par des maux de téte et
des vertiges. Malgré leur golt amer, les feuilles sont mastiquées en prévention des
caries dentaires, comme substitut de dentifrice ;

En cas de perte d’appétit et de déshydratation, on boit deux cuilléres a soupe, matin et
soir, du jus des feuilles pilées auxquelles on a ajouté un peu d’eau et du sel.

Les feuilles entrent dans la composition de décoctions utilisées pour le soin des

diarrhées ;
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II1.3.6. Travaux antérieurs sur l'espéce C. triflorus L’Her.
I11.3.6.1. Phytochimie
Un criblage phytochimique préliminaire de C. triflorus a montré la présence de terpenes,
tanins, flavonoides, acides phénoliques, des alcaloides, coumarines et des Stéroides [62, 69].
C. triflorus est aussi riche en alcaloides quinolizidinique représente traditionnellement un
remede de plusieurs affections [63].
Selon plusieurs études, les principaux constituants chimiques sont réparits dans les diférentes
parites de la plantes comme suite :

v" Feuille : tanins et stérols (béta sitostérol, cholestérol, stigmastérol, campestérol) ;

V' Graine : glucides (63 %), protéines (20 %), particuliérement riches en phénylalanine,

lipides (1 %), acides phénoliques, nombreuses vitamines ;
v" Ecorce et racine : anthraquinone (cajaquinone), flavonoides (cajanone, cajaflavone,
cajanine, cajanol), tanins [68].

Une ¢étude a montré que l'automne est la saison ou le rendement en alcaloides est plus ¢levé, et
que la teneur en alcaloides est plus importante dans les organes jeunes de la plante. Les
feuilles de C. triflorus montrent par ailleurs un rendement en alcaloides plus élevé que les
tiges notamment a 1'état sec.
Le test du pouvoir antioxydant montre que cet extrait d'alcaloides quinolizidiniques présente
un bon pouvoir antioxydant 1,71 fois plus €élevé que 1'acide ascorbique [63].
Cependant, les activités biologiques ainsi que la phytochimie de C. triflorus ont presque

inexplorées seulement quelques études ont été réalisées précédemment [62, 70].

I11.3.6.2. Teneur totale en composés phénoliques et concentrations de flavonoides

Les résultats de la quantification des composés phénoliques et des flavonoides a l'aide des
méthodes de Follin-Ciocalteu et de chlorure d'aluminium sont respectivement présentés dans
Tableau 35. [71]

L'extrait de feuilles présentait la teneur la plus élevée en composés phénoliques et flavonoides

totaux.
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Tableau 35: Teneur totale en composés phénoliques et concentrations de flavonoides

Extraits Teneur phénolique totale Concentration de flavonoides
(mg EAG/g d’extrait) (mg EQ/g d’extrait)
EF 204 + 4,24 52,13+ 1,69
ET 166,5 + 3,54 16,82 + 0,86

EF: extrait de feuille, ET: extrait de tige. Les résultats sont moyens £ S.D. de trois mesures
paralléles.

La concentration de flavonoides dans l'extrait de feuilles de C. triflorus était trois fois plus
¢levée que dans l'extrait de tige. Selon la littérature, les teneurs en flavonoides totaux
déterminées dans ces extraits sont trés proches des résultats trouvés chez d'autres especes du

genre Cytisus. [71]

I11.3.6.3. Activités pharmacologiques

Une étude a clairement révélée que toutes les parties aériennes de C. triflorus (feuille, tige,
fleur et fruits) ont différentes activités antioxydantes potentielles qui varient en fonction de
L'extrait végétal. Le rendement d'extraction dépend du solvant et de la méthode d'extraction.
[72] Notamment l'extrait de feuilles, de C. triflorus a montré un potentiel antioxydant et des
effets anti-inflammatoires, activité antiparasitaire, Activité inhibitrice de la Monoamine
Oxydase, ce qui pourrait €tre 1i¢ a leurs composés phénoliques. La plante est donc a prendre

en considération pour de plus amples phytochimique et enquétes biologiques. [69, 71, 72]

I11.3.6.4. Les huiles essentielles

L'huile essentielle de Cytisus triflorus a été obtenue par distillation a la vapeur et identifi¢e
par GC et GC-MS. 61 composés ont ¢été¢ déterminés. Les composants terpénoides oxygénés
constituaient la fraction la plus importante (64 %) suivie des acides gras (8,2 %) et des

fractions hydrocarbonées (10,7 %). [70,73]

I11.3.7. Protocole Expérimental

I11.3.7.1. Récolte du matériel végétal

Les parties aériennes (Feuilles et fleures) de C. triflorus L’Her, ont été récoltées localement
Azazga (Nord de I'Algérie ; (Wilaya de Tizi Ouzou)) en mars 2011. La plante a été identifié¢e
par le professeur Mohamed Kaabache (département de botanique, Université Ferhat Abbas,

Sétif, Algérie).
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Un spécimen (CTA 125/03/11) a été déposé au niveau de I'herbier de 1'unité de recherche
VARENBIOMOL. Université Freres Mentouri Constantine.

II1.3.7.2. L’extraction
Les parties aériennes (feuilles et fleurs) de C. triflorus, ont été séchées dans un endroit sec et
a D’abri des rayons solaires, et d’humidité ensuite coupées en petits morceaux et pesées (700
g). Le matériel végétal est broyé, puis mises a macérer dans un mélange hydroalcoolique
(Ethanol/Eau) (80:20, v/v) pendant 24 heures. L'opération a été répétée trois fois avec
renouvellement du solvant, et a duré 48, 72 heures successivement.
Apres filtration, concentration sous vide a une température n'excédant pas de 35 °C. On ajoute
400 ml de H2O distillé et le mélange est filtré. Le filtrat ainsi obtenue est épuisée
successisivement par 1’ether de pétrole, le chloroforme, 1'acétate d'éthyle, puis le n-butanol.
Les phases organiques récupérées sont concentrées sous pression réduites a sec et pesées
donnant les extraits :

- Ether de pétrole (0,07 g)

- Chloroforme (2,08 g)
Acétate d’ethyle (4,03 g)
n-butanol (15,21 g)

Le tableau 36 présente les poids et les rendements des extraits obtenus.

Tableau 36: Rendement des phases de C. triflorus

Matiere végétale Phase Masse (g) Rendement (%)
Ether de pétrole 0,07 0,01
700 g Chloroforme 2,08 0,29
Acétate d’éthyle 4,03 0,57
n-Butanol 15,21 2,14

Le processus d'extraction est résumé par le protocole reporté dans la Figure 16.
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Figure 16: Protocole d’extraction de C. triflorus L’Her.

1Aprés I’évaporation

79



s pytocknsgu

I11.3.8. Etude des extraits

Pour l'ensemble des extraits; nous avons débuté le traitement par une chromatographie
analytique sur couche mince de gel de silice, pour mettre au point 1'éluant, ou le systéme
d'¢lution qui donnerait les meilleurs résultats de séparation, et également afin d'avoir une idée
sur la composition chimiques de nos extraits. Les résultats de nos travaux analytiques nous
ont poussés a sé¢lectionner I’extrait acétate d’éthyle a cause de leur richesse en composition

chimique.

I11.3.8.1. Fractionnement de ’extrait acétate d’éthyle
Un précipité blanc a été trouvé dans la phase AcOEt sous forme de poudre soluble dans le

DMSO. Apres plusieurs lavage avec du méthanol il nous a permis I’obtention du composé 11

(WC3, m = 450 mg, DMSO).

Pour le reste de I’extrait acétate d’éthyle, Les tests chromatographiques effectués sur couche
mince de gel de silice révelent que la meilleure séparation est obtenues avec le systeme

(Chloroforme/M¢éthanol : 9/1). Figure 17.

Tigh by e

e kil

-

Figure 17: Plaque CCM de I’extrait Acétate d’éthyle dans le systéme (CHCl3/MeOH : 9/1)
Révélateur : Anisaldéhyde.

Ainsi de 3,5 g de D’extrait Acétate d’éthyle sont soumis a une chromatographie sur une

colonne de gel de silice normale. L’€lution a été réalisée avec du chloroforme et un gradient

de méthanol. 756 pots de 25-50 ml ont été collectés. L'analyse par CCM de ces fractions avec

visualisation par des lampes UV (254 et 366 nm) puis révélation avec l'anisaldéhyde suivie

par un chauffage a 100 °C. 19 fractions ont été obtenues (Tableau 37), aprés rassemblement
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des pots présentant des similitudes. Ces derniéres sont soumises par la suite a des opérations

de purification. Ainsi, 11 composés ont été isolés (Tableau 39, Figure 24).

Tableau 37: Fractionnement de la colonne.

Systéme
Pots Fractions d’élution % Masse Observations
(25 ml) CHCl; | MeOH (2)
1-48 Fry 100 0 0,001 M¢élange séparable
(beaucoup de taches)
49-69 Frp 99 1 0,007 M¢élange séparable
70- 90 Fr3 98 2 0,022 M¢élange séparable avec un
produit majoritaire
91-107 Fry4 97 3 0,0377 M¢élange séparable
M¢élange séparable
108-124 Frs 96 4 0,0200 Un précipité jaune soluble
dans le (DMSO)
M¢élange séparable avec
125-141 Fre 95 5 0,085 unprécipité blanc soluble
dans I’AcOEt de faible
quantité
142-174 Fr7 94 6 0,0184 Me¢lange séparable
93 7
175-191 92 8
192-207 91 9
208-223 Frsg 90 10 0,0021 M¢élange séparable
224-239 89 11
240-256 88 12
257-272 87 13
Pots
(50ml) Fro 86 14 0,0313 M¢lange séparable
273-289
290-306 85 15
307-322 84 16
323-338 83 17
339-354 Frio 82 18 0,0298 Me¢lange séparable
355-370 81 19
371-386 80 20
387-402 79 21
403-418 78 22 M¢élange séparable avec un
419-434 Fru 77 23 0,0907 précipité blanc soluble dans
le MeOH
435-450 Friz 76 24 0,0317 Me¢lange séparable
451-466 75 25
467-482 74 26
483-498 Fris 73 27 0,0463 Me¢lange séparable
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499-514 72 28

515-530 71 29 0,3408 M¢élange complexe

531-546 Fris 70 30

547-562 65 35

563-578 Fris 60 40 0,1455 M¢élange séparable

579-594 55 45 Me¢élange séparable avec un

595-610 Frie 50 50 0,043 produit majoritaire

611-616 45 55 (précipité soluble dans le
DMSO

617-632 40 60

633-648 Fri7 35 65 0,068 Meélange séparable avec un

649-664 30 70 produit majoritaire

665-680 25 75

681-696 20 80

697-710 Fris 15 85 0,1222 M¢élange séparable

711-726 10 90 (plusieurs taches)

727-740 5 95

741-756 Fri9 0 100 0,0895 M¢élange complexe

Suite Tableau 37: Fractionnement de la colonne.

I11.3.8.1.1. Séparation et purification des fractions
Parmi les fractions obtenues, seules les fractions Fr3, Frs, Fry, Fri1, Fris, Fri7 et Frig qui ont

été étudiées

> Etude de la fraction Fr3
La fraction Fr; (22 mg) a été purifiée sur plaques préparatives de gel de silice en utilisant
comme systeme d'¢lution le mélange (Ether de pétrole/AcOEt : 7/3) pour obtenir le composé

12 (SBWP3, m = 6 mg, Acétone). Figure 18.

Figure 18: Le composé 12 sur plaque CCM sous lampe UV 254 et 365 nm.
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> Etude de la fraction Frs
La fraction Frs (20 mg) renferme un précipité jaune, qui a été purifié sur plaques analytiques

de gel de silice, €luée par le systetme n-hexane/AcOEt (7:3; deux ¢élutions) pour donner le

compos¢ 13 a 1’état pur, (SBWP4, m = 4 mg, MeOH). Figure 19.

Figure 19: Le composé 13 sur plaque CCM sous lampe UV 254 et 365 nm

> KEtude de la fraction Fr;
La fraction Fr7 (12,4 mg) testée sur plaque CCM, montre deux taches, dont une plus intense
par rapport a l'autre. Cette fraction se présente sous forme d'un précipité blanc contenant un
produit majoritaire mélé a un autre produit, ainsi cette fraction a été soumise a une
purification par CCM sur gel de silice normale avec le systéme d'élution Ether de
pétrole/acétate d’éthyle (5 : 5, v/v ; deux élutions), menant a 1'obtention du composé 14 sous

forme de précipité blanc soluble dans le MeOH (WC6, m = 2 mg), Figure 20.

Figure 20: Le composé¢ 14 sous lampe UV 254 et 365 nm.
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> Etude de la fraction Fri
La fraction Fri1 (90,7 mg) a ét¢ rechromatographiée sur une colonne de gel de silice (type 60,
230-400 mesh, Merck), ¢luée par le systeme (CHCIl3/AcOEt) en gradient de polarité. Des
fractions de 25 ml ont été récupérées et rassemblées en fonction de leur profil
chromatographique pour donner sept sous fractions (Frii.i-Frii-7). La sous fraction Friie
comportant un produit pur (poudre blanche) a donné le composé¢ 15 (WC8, m = 3,7 mg,
MeOH).

Les résultats de cette colonne sont récapitulés dans le Tableau 38.

Tableau 38: Récapitulatif de la séparation sur colonne de gel de silice de la fraction Fri1

CHCI3 (%) | AcOEt (%) Lot (25 ml) Sous-fraction Observations
100 0 1-3 Friia Me¢élange de produits
en faibe quantité
10 4-7 Frii M¢élange complexe
90
80 20 8-10 Frii3 Me¢lange séparable
70 30 11-14 Frii4 M¢élange complexe
60 40 15-17 Friis M¢élange séparable
50 50 18-22 Frii-6 Mono tache
(Composé 15)
40 60 23-30 Frii7 M¢élange complexe

> Etude de la fraction Fris
La chromatographie de cette fraction (145,5 mg) sur plaques analytiques de gel de silice éluée
par le systeme (CHCI3/AcOEt : 7,5/2,5), a permis d'isoler le composé 16 (WC9, m = 6,2 mg,
MeOH) sous forme d'un précipité blanc. Les autres produits issus de cette séparation, sont

¢galement sous forme de mélanges et en trés faibles quantités.

> Etude de la fraction Fri7
La chromatographie sur couche mince de cette fraction (68 mg) a montré deux taches
majoritaires. La séparation effectuée par chromatographie sur plaques préparatives, ¢luées par
le systtme (MeOH/CHCI3: 4/6) a permis I’isolement de deux composés purs de faibles
quantités, le composé¢ 17(WC4, m = 2,5 mg, MeOH) et le composé¢ 18 (WC5, m = 2 mg,
MeOH).
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> Etude de la fraction Fris
Apres plusieurs tests sur plaques analytiques de gel de silice, le systéme d’élution convenable
est : (CHCI3/MeOH : 8/2), cette fraction a plusieurs spots dont un tres intense (produit
majoritaire noir violet sous UV 365 nm) et les autres en faibles quantités.
Une masse de 122,2 mg de cette fraction a été rechromatographiée sur une colonne de gel de
silice (type 60, 230-400 Merck) ¢luée par le systeme (CHCl3/MeOH) en gradient de polarité.
Le suivi de la composition est effectué par chromatographie sur couche mince de gel de silice.
Les sous fractions de 25 ml ont été récupérés et regroupés en fonction de leurs profils
chromatographique menant ainsi a 9 sous-fractions.
Parmi les 9 sous-fractions obtenues, nous avons procédé a la séparation des sous fractions

Frig2, Frigss, et Frig.s a cause de leur simplicité et de leur poids relativement important.
Les résultats de cette colonne sont récapitulés dans le Tableau 39.

Tableau 39: Récapitulatif de la séparation sur colonne de gel de silice de la fraction Fris

CHClI3 (%) | MeOH (%) Lot (25 ml) Sous-fraction Observations
100 0 1-4 Fris.1 Traces
90 10 5-10 Fris- Tache majoritaire
(Composé 19)
80 20 11-15 Fris3 Me¢lange séparable
70 30 16-20 Frig4 M¢élange complexe
60 40 21-27 Fris-s Tache majoritaire
Composé 20
50 50 28-34 Fris-6 Tache majoritaire
(Composé 21)
40 60 35-39 Frig-7 Me¢lange complexe
30 70 40-46 Frigs M¢élange séparable
20 80 47-51 Frigo Me¢lange séparable

v Etude de la sous fraction Fris:
La sous fraction Fris-2 est précipitée sous forme d’une poudre jaune dans le méthanol,
cette derniere est purifiée sur plaque de gel de silice dans le systéme (CHCls/Acétone : 8/2)

pour donner le composé 19 a I’état pur (WC1, m = 9 mg, MeOH), (mono-tache, absorbe
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sous UV 356 d’une couleur jaune et sous UV 254 nm d’une couleur noir et jaune intense
apres révélation avec I’anisaldéhyde).
v' Etude de la sous fraction Friss:

Apres évaporation du solvant, la sous fraction Fris.s a donné un précipité blanc-jaunatre
soluble dans le DMSO. L’analyse par CCM de ce dernier montre un produit majoritaire noir
violet sous lumiere UV (365nm) et noir sous lumieére UV (254 nm), jaune apres révélation
avec I’anisaldéhyde. Ce précipité est purifi¢ par lavage successif a 1’aide du méthanol ensuite

séché puis pesé on obtient le composé 20 (WC2, m= 5 mg, MeOH). Figure 21.

Figure 21: Plaque CCM des composés 19 et 20 sous lumiére UV et apres la révélation.

v' Etude de la sous fraction Fris-c:
Apres analyse sur une plaque analytique de gel de silice, La sous fraction Fris.¢ renferme deux
produits majoritaires. Ce qui nous a poussé¢ a faire une purification ultime de cette sous
fraction sur une colonne de Séphadex LH20 en utilisant le méthanol comme éluant. Cette
technique s’est soldée par I’obtention d’un produit propre, le produit 21 (WC7, m = 2,2 mg,
MeOH). Ce dernier donne une fluorescence jaune sous la lumiére UV (365 nm) et une couleur

noir a 254 nm, marron foncé apres révélation avec 1’anisaldéhyde.

Le Tableau 40 reporte tous les composés isolés de I’extrait AcOEt de l'espéce C.

triflorus.avec ses références.
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Tableau 40 : composés isolés de ’extrait ACOEt de 'espece C. triflorus. avec ses références

Composé Référence Masse (mg) Solvant
Cl11 WC3 450 DMSO
C12 SBWP; 6 Acétone
C13 SBWP4 4 MeOH
Cl4 WC6 2 MeOH
CI15 WC8 3,7 MeOH
Cl6 WC9 6,2 MeOH
C17 WC4 2,5 MeOH
C18 WC5 2 MeOH
C19 WCl1 9 MeOH
C20 wC2 5 MeOH
C21 WC7 2,2 MeOH

Le protocole de fractionnement, isolement et purification des composés issus de l'extrait

AcOEt de C. triflorus est représenté dans la Figure 22.

Produit majoritaire

Lavage (MeOH)

[ Extrait AcOEt3,5¢g ]

V

CC (CHCI:/MeOH)

19 Fractlons

Frs Frs Frs Fris Fl‘17 Fris
(22 mg) (20 mg) (18,4 mg) (145,5mg) (68mg) (122,2m
CCM CCM CCM CCM CCM CC
Ep/AcOEt) (n-hexane/AcOEt) (Ep/AcOEt) (CHClg/AcOEt) (CHCIL:/AcOEY) (CHCI3/MeOH) (CHCl3/AcOEY)
(7/3) (7/3) (5/5) (7/3) (7.5/2.5) (6/4) (8/2)
A 4
SFr2 /SFrs/ SFrs
CCM+ CCLH20
v v v
C11 C12 013 Cl4 015 C16 c17 C18 C19, C20, C21
450 mg 6 mg ‘ 4mg 2 mg 62mg 2 mg 2,5mg 2 mg 9 mg, 5 mg, 1,5 mg /

Figure 22: Schéma de purification des fractions de l'extrait AcOEt de l'espece C. triflorus.
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I11.4. Conclusion :

La mise a profit des techniques chromatographiques sur les fractions issues des colonnes de
gel de silice 60, des extraits de plantes C. oxyacantha Linn et C. triflorus L’Her. a mené a
l'isolement et la purification de 21 produits.

L'investigation phytochimique de la phase acétate d'éthyle de I'extrait hydro alcoolique des
feuilles de C. oxyacantha L. a mené a la séparation de 10 produits. Seulement 4 produits ont
¢été soumis a I’analyse structurale compléte, tenant compte du poids des composés isolés et de
Iallure de leur spectre RMN-'H. Tandis que l'investigation phytochimique de 1'extrait acétate
d'¢thyle (feuilles et fleurs) de C. triflorus a aboutit a l'isolement et la purification de 11
composés en quantité appréciable. Seulement 6 produits de I'extrait acétate d'éthyle ont été
soumis aux analyses physico-chimiques afin d'en établir les structures. Les résultats et

discussion de ces analyses seront développés au chapitre IV.
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Chapitre 1V



IV.1. Introduction

L’étude phytochimique de ’espéce Crataegus oxyacantha Linn. (Feuille) et de 1’extrait
acétate d’éthyle de I’espece C. triflorus L’Her. de la flore algérienne, nous a permis d’isoler
et d’identifier plusieurs produits, et d’établir la structure de dix composés d’entre eux (pour C.
oxyacantha); et la structure de six composés d’entre eux (pour C. triflorus), par les différentes
techniques d’analyses modernes notamment la HPLC-DAD, la RMN 'H, RMN *C, RMN
bidimensionnelle, ainsi que la spectrométrie de masse a haute résolution, la spectrométrie

UV-vis et I’hydrolyse acide.

IV.2. Identification des composés phénoliques par HPLC-DAD

Le tableau ci-dessous montre la référence des extraits (ESL, MSPD) sur les
chromatogrammes HPLC-DAD des différents extraits (feuilles et fruits).

Tableau 41: Références des extraits de feuilles et de fruits sur les chromatogrammes
HPLC-DAD

Matiere végétale
Extraits (ESL) Feuilles Fruits
CHCl; (A) (D)
AcOEt (B) (E)
n-Butanol ©) (F)
Extraits (MSPD) Feuilles Fruits
EtOH : 100 % (A" (D)
EtOH/H20 : 50 % 50 % (B") (E"
H>O : 100 % ) (F")

IV.2.1. Identification des composés phénoliques dans les extraits de I’Extraction Solid
liquide (ESL)

Les extraits CHCl3, AcOEt et n-Butanol des feuilles et des fruits de C. oxyacantha ont été
soumis a une analyse HPLC-DAD afin de caractériser les principaux polyphénols individuels
qui y sont présents. Les chromatogrammes résultants sont montrés sur la Figure 23, Tableau
42. Les profils chromatographiques confirment que les feuilles et les fruits de
C. oxycantha sont riches en polyphénols, quelque soit le solvant organique utilisé pour leur
extraction. L'identification des composés phénoliques dans les extraits correspondants a été

basée sur la comparaison des temps de rétention et des spectres UV obtenus par détection par
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photodiodes des pics inconnus a ceux acquis pour les standards authentiques utilisés comme
référence. Mais en raison de leur similarité spectrale, une parfaite adéquation entre les temps
de rétention et les spectres UV des normes polyphénoliques pures, on a clairement identifié
huit seulement : Epicatéchine, Quercétine, Quercétine-3-glucoside, Quercétine-3-rutinoside,
Naringénine, acide Caftarique , acide Caf€ique, et I’orientine tel que les pics 10 et 8 dans les
extraits AcOEt (B) et n-Butanol (C) des feuilles (Figure 23) ont ét¢ positivement identifiés
comme ¢étant la quercétine-3-glucoside , Le pic 6 dans l'extrait de fruits AcOEt (E) et 9 dans
I’extrait AcOEt (B) (feuilles), ont été identifiés comme Quercetine-3-rutinoside ou Rutine,
¢galement par comparaison avec un ¢étalon authentique. Les deux polyphénols sont des
flavonols, une famille de polyphénols bien connus pour ses bienfaits pour la santé. Aussi les
deux pics 1 dans les deux extraits AcOEt (B) et n-Butanol (C) des feuilles ont été
positivement identifiés comme étant I’acide caftarique, également, les pics 4, 6, 7 et 8 dans
I’extrait AcOEt (B) des feuilles ont été¢ positivement identifies respectivement comme étant
I’acide caféique, I’Epicatéchine, la Quercétine et la Nringénine (Figure 24). Le pic 6 dans

I’extrait n-Butanol (C) a été positivement identifié comme étant 1’orientine.

L'identité possible des pics restants dans le chromatogramme peut étre provisoirement
suggérée uniquement sur la base des données de la littérature. L'identification provisoire de
ces composeés est brievement discutée sur la base des approches qui ont utilisé la technique
HPLC-UV [1-5] Bernatoniené¢ et al. (2008) [5] ont quantifi¢ les niveaux de sept polyphénols
(Epicatéchine, Procyanidine B2, Procyanidine BS5, Procyanidine C1, Hyperoside,
Isoquercétine et Acide chlorogénique) dans les fruits mirs de l'aubépine chinoise
(C. monogyna) par la méthode HPLC-UV; et Svedstrom et al. (2002) [1,2] ont découvert que
les oligopeptides sont les principaux constituants actifs des feuilles de Crataegus. Ces auteurs
ont ¢également identifi¢ la présence d'ideain (Cyanidine-3-O-galactoside), d'acide
chlorogénique comme principal acide phénolique, de flavonol glycosides-hyperoside

(Quercétine-3-0-galactoside) et d'isoquercétine (Quercétine-3-O-glucoside).
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Tableau 42: Identification des principaux polyphénols par HPLC-DAD: comparaison de
'expérience Spectres UV obtenus a partir des pics inconnus dans les chromatogrammes des
extraits (ESL) (lignes roses) a ceux des standards polyphénoliques de référence purs (Lignes

bleues).
Numéro de pic
(Correspondant Amax | Concentration Tr Nom du Composé Extraits
Chromatogramme | (nm) ppm (min)
dans Figure.7)
1 320 1000 11,21 | Acide caftarique
4 320 1000 17,90 Acide caféique B)
6 320 1000 19,39 Epicatéchine
(WO05) Extrait AcOEt
7 320 1000 23,96 | Quercétine (WO3) (feuilles)
8 25,71 Naringénine
(WO01)
9 320 1000 26,38 Rutine
10 320 1000 26,66 Quercétine-3-
glucoside (WQO2)
1 320 1000 11,21 | Acide caftarique ©)
8 320 1000 26,66 Quercétine-3- Extrait
glucoside (WO2) n-Butanol
(feuilles)
6 320 1000 25,55 Orientine
(E)
6 280 1000 26,41 Rutine Extrait AcOEt
(fruits)
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Figure 23: Chromatogrammes HPLC-UV des extraits obtenus par ESL. (Feuilles) (280 nm),
(A) : CHCl3, (B) : AcOEt et (C) : n-Butanol. Fruits (320 nm) (D) : CHCI3, (E) : AcOEt, et

(F) : n-Butanol.
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Figure 24: Chromatogramme (HPLC-DAD et UV) de I’extrait AcOEt (feuilles ) de C.

oxyacanta avec les principaux constituants.

IV.2.2. Identification des composés phénoliques dans les extraits de MSPD.
Les extraits de MSPD des feuilles et des fruits de C. oxyacantha ont été soumis a une analyse
HPLC-DAD afin de caractériser les principaux polyphénols individuels présents dans ceux-ci.
L'identification des composés phénoliques dans les chromatogrammes correspondants
(Figures 25 et 26) a été basée, comme dans les extraits (ESL), sur la comparaison des temps

de rétention et des spectres UV obtenus par détection par photodiodes des pics inconnus a

ceux des étalons purs. Les résultats sont résumés dans le Tableau 43
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Cette approche confirme la présence de Quercétine-3-glucoside, dans tous les extraits de
fruits : EtOH 100% ; EtOH:H>O/1:1; et HoO 100% et dans I’extraits100% H>O feuilles), ce
produit est déja détecté¢ dans les extraits (ESL): AcOEt et n-Butanol (feuilles). La présence
de : Quercétine-3-rutinoside (Rutine) dans les extraits de feuilles avec n'importe quel solvant
malgré sa polarisation. Il est clair que la plupart des solvants testés, malgré leur polarité, sont
capables d'extraire ce plan phénolique. Un autre flavonol (Epicatéchine) a également été
identifié positivement dans les extraits de fruits obtenu avec de 1'é¢thanol pur et dans I'extrait
hydroéthanolique. Les acides caftarique et caféique ont également été positivement identifiés
a la fois dans les fruits et dans les feuilles, et I'acide chlorogénique dans tous les extraits de

feuilles

Deux flavones ont également été¢ identifiés positivement dans les extraits de feuilles:
'Orientine a été extraite avec de I'éthanol pur et I’eau, et I'apigénine a été trouvée dans les
extraits de feuilles obtenues avec n'importe quel solvant. Ces flavones ont des avantages
importants pour la santé: l'orientine présente une grande variété d'activité antivirale,
antioxydante, antimicrobienne et méme de radioprotection [6]; et, en plus d'avoir des
propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes, l'apigénine a acquis un intérét particulier en
tant qu'agent favorisant la santé par rapport a d'autres flavonoides structurellement apparentés
[7].

Comme il est résumé dans le Tableau 43, la plupart des composés phénoliques mentionnés
dans la littérature ont été trouvés dans des extraits de fruits et de feuilles de C. oxyacantha en
utilisant l'approche basée sur MSPD. Les polyphénols Quercétine-3-glucoside, Acide
caftarique et Orientine n'ont pas été décrits auparavant chez cette espece.

Par conséquent, C. oxycantha semble étre une matiere premicre appropriée et MSPD une
technique d'extraction adéquate pour obtenir des composés bioactifs et préparer des formes

améliorées de thérapies efficaces a base de composés phénoliques végétaux.
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Tableau 43: Résumé des résultats de caractérisation des extraits de C. oxyacantha Linn.
(feuilles et fruits) obtenus par MSPD: Principaux polyphénols identifiés dans les
chromatogrammes HPLC-DAD (A = 280 nm, 320 nm) avec différents solvants d'extraction.

Matériel végétal Feuilles Fruits
Solvants d’extraction EtOH | EtOH/H,0 | H,O EtOH | EtOH/H,O | H»0
(1:1) (1:1)
(A) (BY) ) | D) (E) ()
Quercétine-3-
glucoside + + + +
Quercétine-3-
Principaux rutinoside + + +
polyphénols (Rutine)
Epicatéchine + +
Acide + + + +
caftarique
Acide caféique + + +
Acide + + +
chlorogénique
Orientine + +
Apigénine + + +

100




RS
T (A)
E 3 &
E AR B
i ﬁ F
. — . _.w_li‘ll ) Fﬂ'hl-._
L' ¥ A Eat EAR AR ‘ﬁ:‘l;wcl_Ml F] WR AR “abil 24
T TREEE T S DS BB o T
% :
(B")
ﬁ [ r
] 5. % # \ l -
R - — i .y __._,JJ‘l s imrn o ot W
pL ] f N "_‘ﬂ_. . h—_IIJ =L L ’ '“::.l'.l ' )
abide) - Lol M. S|
L
B ¥
i (€)
£
E B - E
&
1 2 5 2 LnﬂL

-

ia ._.-\_.__ I ___|n._ J'IL-_ ﬁ._r“rdj e

T T
TS T

1
Hh"}rﬁ'ﬂﬁﬁrﬁl‘_ﬂﬁj e ’ A
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Tableau 44: Identification des composés phénoliques par HPLC-DAD: comparaison des
spectres UV expérimentaux obtenus a partir des pics inconnus dans les chromatogrammes des
extraits MSPD (lignes roses) a ceux des standards polyphénoliques de référence purs (lignes

bleues).
Exemple de numéro
Nom du de pic Temps de Spectres superposés:
. (Correspondant . . o
composé Chromatogramme retention, | Spectre de référence standard pur (Bleu),
des figures 4 et 5) (min) Spectre expérimental (Rose)
Acide ' \ J:j\
chlorogenique 2(B) 11,21 [ -l )
3(CY) \
1) \
. ="
|I e ",
caftarique 1(D") 11,39 i g f I B
1 (E" i X
@ 1(F) i
_‘1" | -_—_'-5'."-\.
.'x.-:';-. 3
‘:-.- al . & -J-E-r::*_'__ o oo
=T j=::
Acide * W’"
Caféique 4(B") 17,90 i i 5 "
5(E") - 3
3 5(CY) - / \
H o m— ]
T ~ PR P T S
n- I' e
| lﬂ
" | ; s
A 'III | n LHI‘LHT
Epicatéchine 3(D) wes || AT
6(E") - Lo
“) -1
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= | =
L I il
Apigénine 7(C -.|: . .
8(B") 25,58 . o N
(6) :
Quercétine-3-
rutinoside 5(A")
9(B") 26,38 i
(Rutine) 8(C" .
Q)
Quercétine-3- 5(A")
glucoside 8 (D"
10 (E" 26,66 3
®) 5(F) g
Orientine 4(A") 24,11 ?
)
:'_w - wr ‘-';5_: e ome e e e

Suite Tableau 44: Identification des composés phénoliques par HPLC-DAD: comparaison
des spectres UV expérimentaux obtenus a partir des pics inconnus dans les chromatogrammes
des extraits MSPD (lignes roses) a ceux des standards polyphénoliques de référence purs
(lignes bleues).
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IV.3. Analyse de confirmation des polyphénols: LC-MS/MS

Les polyphénols Quercétine-3-glucoside, Acide caftarique et Orientine n’avaient pas été
décrits auparavant chez cette espece; ainsi, leur identité a été confirmée par LC-MS / MS
(Figure 27) a l'exception de I'Epicatechine, suggérée sur la base du spectre UV et de son
temps de rétention dans les deux systémes chromatographiques. Par conséquent, la MSPD
semble étre une technique d'extraction adéquate pour obtenir des composés bioactifs a partir

de C. oxyacantha.

.|. Figure 24A: Orientine

— Figure 24B: Acide caftarique a

Figure 27: Chromatogrammes ioniques LC-MS/MS de l'orientine (A) et de 'acide caftarique
(B): étalons purs dans MeOH:H>O (a); extrait MSPD de feuilles de Crataegus oxyacantha
dans 100% de H2O (b); et les spectres MS-MS correspondants pour les standards (c) et
l'extrait (d).
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IV.4. Elucidation structurale des composés de Crataegus oxyacantha L.
IV.4.1. Elucidation structurale des composés de I’extrait AcOEt

IV.4.1.1. Elucidation structurale du composé WO1

1 OH
OH
H o
HO 0
HO O
H  oH
H H
OH O
Le composé WOI1 a été isolé de I’extrait AcOEt sous forme de poudre de couleur jaune
soluble dans le DMSO.

Ce composé est caractérisé par une couleur noire sous lumiere UV 254 nm, une couleur noir-
violette sous lumiere UV 365 nm et une couleur orange apres révélation avec I’anisaldéhyde
+ chauffage pendant 3 min ce qui permet d’envisager une structure de type flavanone.

Le spectre de masse du composé WO enregistré sur le spectrométre Waters Q-Tof 2. ESI de
résolution positive (Spectre 1) montre un pic de masse quasi moléculaire a m/z (434,80)
correspondant a la masse moléculaire 434 uma en accord avec la formule brute C21H2201o,

soit une molécule renfermant 11 insaturations.
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Spectre 1: Spectre de masse du composé WO enregistré sur le spectrométre Waters Q-Tof2

Il y a un pic dans l'injection de WO1 a 9,82 min avec un spectre trés propre (Spectre 2) qui
montre 1’état pur de ce produit et un spectre UV montre que ce produit est de type flavonoide

(deux bandes : bande I a 280, et la bande 1T a 225).

340000 — CH10[280,0 nm]
100 1 tR =[25,717 300000

250000

WOl, Tr = 25,72

200000

150000

Intensity [pAU]

Intensity [%]

100000

50000

: : : : : ] e —— —— — e
200 250 300 350 400 450 500 23,0 24,0 25,0 26,0 27,0
Wavelength [nm] Retention Time [min]

Spectre 2: Spectre UV et chromatogramme HPLC-DAD du composé WO1
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L’analyse du spectre RMN 'H (Spectre 3) montre la présence des signaux caractéristiques

d’un flavonoide de type flavanone reconnaissable par :

v

v

Un doublet dédoublé d’intégration 1H a on = 5,28 ppm (dd ; J = 12,9 ; 2,8 Hz)
correspondant au proton H-2 [8].

Deux doublets dédoublé d’intégration 1H chacun, a du = 2,64 ppm (dd ; J =2,9; 17,2
Hz) et ou = 3,08 ppm (dd ; J = 12,9 ; 17,2 Hz) correspondant respectivement aux
protons H-3p et H-3, d’une flavanone [9].

Un doublet d’intégration 1H a on = 4,87 ppm avec une constante de couplage J = 7,3
Hz attribuable au proton anomérique H-1" d’un sucre relié a 1’aglycone par un pont
oxygene. D’aprés les valeurs des déplacements chimiques de ce proton et de son
carbone, quant a la valeur 7,3 Hz de constante de couplage, cette entité pourrait étre
soit un glucosyle soit un galactosyle avec une configuration 3 du carbone anomérique
et ayant le proton 2" avec une orientation axiale. [10-12].

Un ensemble de multiplet dans I’intervalle 3,72-4,1 ppm atribuable par conséquent
aux protons du substituant sucre.

Dans la région des protons aromatiques, deux doublets a dH = 7,22 et 6,72 ppm
intégrant chacun pour 2H et couplés entre eux (J = 8,5 Hz) attribuables aux protons H-
6', H-2'et H-5', H-3' respectivement.

Deux doublets d’intégration 1H chacun, a duy = 6,10, du = 6,12 ppm (J = 2,0 Hz)

attribuables aux protons H-6 et H-8 respectivement.
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Spectre 3-1: Spectre de RMN 'H (500 MHz, DMSO-d, & ppm) du composé WOI,
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Spectre 3-2: Spectre RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé WOI, (Etalement).

L'examen du spectre relatif a I'expérience COSY (Spectre 4) montre Une tache de corrélation

entre les protons H-3', H-5' et les protons H-2', H-6' ce qui confirme la substitution du noyau

B en position 4'.

H-2' H-3'

|| H-6' H-5'

II.I' r“.

LAl WL
H-3'
s « y
A
H-2'
H-6' g
] .'I.ﬂ -1 : L] tl.'.l L]
7 lm=m

HE-] L] =B

20

-

e H

Spectre 4: Spectre COSY (500 MHz, DMSO-ds, 6 ppm) du composé WO1, (Etalement).
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L’analyse du spectre relatif a I’expérience HSQC (Spectre 5) permet ’attribution des signaux
des protons aux atomes de carbone correspondants ainsi :
Une tache de corrélation entre H-8 et un atome de carbone a 6 = 96,16 ppm qui est le C-8.
Une tache de corrélation entre H-6 et un atome de carbone a 6 = 97,05 ppm qui est le C-6.
Une tache de corrélation entre le H-5', H-3' et les carbones C-5' et C-3"a 6c = 115,38 ppm.
Une tache de corrélation entre le H-6', H-2' et ces carbones C-6' et C-2' a 6¢c = 128,04
ppm.
Une tache de corrélation entre le H-2 et le C-2 a 6c = 79,91 ppm.
Une tache de corrélation entre les Hz-3 et le C-3 a 6c = 42,95 ppm.
Une tache de corrélation entre le H-1" et le C-1" a 6c = 100,23 ppm.
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Spectre 5: Spectre HSQC (500 MHz, DMSO-djs, 8 ppm) du composé WOI.

111



H-Z' ||H-3' H-1
|| H-6 H-5 H-8 |I|H-6 Hoo i
h | | M ¥
— 1t u.i. uHeueng ! ': : :
C-2 3 I : :I R ' i
- —_— e - = ——— - - ———
% 1 T -:I # : L
! 1 11 1
1 1 1 1 o
! 1 1 1
: 1 1 1
1 1 1
C-8 ; ! 1 LR R 1
C-6_-4'—'-'-J' --------------- e = -'-‘% oY
C-1" @Y=y =c===—=- SEA S SC C LR R B s 3 1
! I =
! 1 b &
1 1
: ; e
% ___:_____"__"_'_15' je
1
1 10
I 1
Cc-2' _ v SR i 1t
-6 L b
e
T " . A TR S . Ay
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L’analyse du spectre relatif a l'expérience HMBC (Spectre 6 et ses étalements) met en
évidence les corrélations proton-carbone a longue distance, permettant de tirer les indications

suivantes:

+ Une corrélation entre H-2 et le carbone a d¢c = 129,17 ppm attribuable a C-1', cette
attribution est confirmé par la présence d’une tache de corrélation entre ce carbone et les
deux protons H-2' et H-6'.

+ Le carbone C-4 est localisé a 6. = 198,77 grice a sa corrélation avec les deux protons H-
2 et H»-3, vu la valeur de son déplacement chimique, la plus élevée des carbones
oxygénés quaternaires.

#+ Le carbone C-5 est localisé a 6. =166,97 grace a sa corrélation avec le proton H-6.
L'attribution de C-8 et C-6 permet la localisation de C-10 a ¢ = 105,13 ppm et C-9 a 6c =
164,9 ppm vu la tache de corrélation observée entre ces carbones et les protons H-8 et H-6.
Ces deux protons montrent des taches de corrélation avec le carbone quaternaire oxygéné a
167,40 ppm qui ne peut étre que le C-7. Par ailleurs et toujours sur le méme spectre ce
carbone montre une tache de corrélation avec le proton anomérique du sucre. Cette
observation permet de placer le substituant sucre en position 7.

+ Les protons H-2'et H-6', H-3" et H-5' montrent une tache de corrélation avec le carbone a

oc = 159,55 ppm attribuable a C-4".
La nature de sucre de type hexose est confirmée par la présence de cinq signaux sur le spectre
RMN !C en plus du signal relatif au carbone anomérique (C-1") et de ceux du squelette

flavonique (Spectre 7).
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Spectre 6-1: Spectre HMBC (500 MHz, DMSO-djs, 6 ppm) du composé WO, (Etalement).



+ L’examen approfondi du spectre HMBC (Spectre 6-3), permet de localiser le proton H-

2" du glycosyle (6u= 3,35 ppm) grace a sa corrélation avec le carbone C-1" (6¢c = 100,23
ppm). Ce proton (H-2") montre une tache de corrélation avec le carbone (6c =74,71 ppm,
attribuable au C-3".

Un retour vers le spectre HSQC (Spectre 5), le proton H-2" permet de localiser C-2" a dc
= 78,15 ppm, et le carbone C-3" permet de localiser le proton H-3" a oy = 3,33 ppm.

Sur le spectre HMBC, le carbone C-2"correle avec deux protons a oy = 3,33 (H-3") et
3,27 ppm attribuable a H-4", ce dernier proton permet de localiser son carbone C-4" a d¢
= 69,98 ppm (Spectre 5). Le signal de H-3" apparait sous forme d’un triplet a ou = 3,33
ppm (J= 9,0 Hz), présentant un effet de toit avec celui de H-4" est attribuable au H-4".
Cette valeur de la constante de couplage suppose une interaction axiale-axiale entre H-3"
et H-4". Cette observation oriente vers un H-4" axiale. En conséquence le groupement
glycosyle présent en C-7 est donc un glucosyle.

Sur le spectre HSQC (Spectre 5), les deux protons a ou = 3,78 ; 3,59 ppm (H-6", et H-
6'"y) correlent avec le carbone a 6¢c= 61,16 ppm attribuable a C-6".

Le proton H-5" est localisé a du = 3,36 ppm grace a sa corrélation avec les deux carbones
C-3"et C-4" (Spectre 6-3), ce dernier, permet de localiser son carbone a dc = 76,88

(Spectre 5).

‘WO1 (RMN 13 C, DMSO, 500 MHz) I~ 13000
12000
11000
[~ 10000
~9000
1~ 8000
[~ 7000
[~ 6000
5000

[~ 4000

[~ 3000

o

230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 f }10 ) 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
ppm!

Spectre 7: Spectre RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds, & ppm) du composé WOI.
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Les données relatives au spectre de RMN 'H, COSY, HSQC et HMBC de ce composé sont
reportées dans le Tableau 45.

Tableau 45: Données expérimentales de la spectroscopie RMN 'H (DMSO-d6, 300 MHz) et
RMN B3C (DMSO0-d6, 500 MHz) du composé WOI.

N° on (ppm) (mm, J Hz) oc (ppm)
1 / / /
2 528 (dd;J=12,9; 2.8) 79,91
3a 3,08 (dd;J=129¢t172) 42,95
35 2,64 (dd;J=29¢et172) 42,95
4 / / 198,77
5 / / 166,97
6 6,12 (d;J=20) 97,05
7 / / 167,40
8 6,10 (d;J=2,0 Hz) 96,16
9 / / 164,93
10 / / 105,13
1 / / 129,17
2',6 7,22 (d;J=8,5Hz) 128,04
3,5 6,72 (d;J=8,5Hz) 115,38
4 / / 159,55
1" 4,87 (d;J=13 Hz) 100,23
2" 3,34 (t;J=9,1 Hz) 78,15
3" 3,33 (t;J=9,0 Hz) 74,71
4" 327 t 69,98
5" 3,36 m 76,88
6"-a 3,78 (dd ;J=12 ;2 Hz) 61,16
6"-b 3,59 (dd;J=12 ;5,5 Hz) 61,16

L’ensemble de ces données ménent a la structure finale du composé WO1. Ces analyses sont

en accord direct avec la littérature [9, 13] cela donc permet d’attribuer au WOI la structure

de : Naringénine-7-O-f-glucosyde. Cette molécule n’avait pas été¢ décrite auparavant chez

cette espece.

Plusieurs rapportent que cette molécule posseéde de multiples activités biologiques et des

effets pharmacologiques, y compris: antioxydant, antithrombotique, anti-inflammatoire et

joue de roles vasodilatoires dans l'athérosclérose [14].
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Figure 28: Structure finale du composé WO1:

(Naringénine-7-O-f-glucosyde)

IV.4.1.2. Elucidation structurale du composé WO3

OH O

Le spectre UV du compos¢ WO3 (Spectre 8), enregistré dans le MeOH montre deux
bandes a 370 et 255 nm relatifs respectivement a la bande I et II caractéristiques d’un
flavonol [15].

L’addition de NaOH provoque un déplacement bathochromique de +48 nm pour la bande
I, indiquant la présence d’un OH libre en position 4', I’apparition d’une nouvelle bande
dans le méme spectre indique la présence d’un OH libre en position 3.

L’addition de NaOAc provoque un déplacement bathochromique de la bande II de +18
nm par rapport au spectre MeOH indiquant ainsi la présence d’un OH libre en position 7.
Le déplacement bathochromique de la bande I de +58 nm avec une augmentation de son
intensité lumineuse, observé lorsque le spectre UV est enregistré dans un milieu de
MeOH+AICI; + HCI comparativement au spectre enregistré dans le MeOH neutre, atteste
que ce flavonol porte un groupement hydroxyle libre en position 5.

La présence du systeme orthodihydroxy sur le noyau B est expliquée par le déplacement
hyspochrome de la bande I (-29 nm) en comparant les deux spectres AlCI3 et AICl; + HCl
et par le déplacement bathochrome (+17 nm) de labande I dans le spectre NaOAc +

H3BO3 par rapport au spectre MeOH.

Ces données spectrales UV sont mentionés dans le Tableau 46.
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Spectre 8: Série spectrale UV-vis du composé¢ WO3.
Tableau 46: Données spectrales UV-vis du composé WO3
Solvants- Amax
réactifs Bande I (nm) | Bande II (nm) | Autres Commentaires
Cycle B Cycle A bandes
MeOH 370 255 / OH libre en position 3
NaOH 418 282 OH libre en position 4'
328 OH libre en position 7
NaOH + 5 min 330 249 / /
AICl3 457 270 ) OH libre en position 5
AICI3+ HCI 428 266 361}—» Systéme orthodi-OH sur le
noyau B
NaOAc 382 273 321
NaOAc + 387 259 / Systéme orthodi-OH sur le
H3BOs3 noyau B
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L’examen du spectre de RMN 'H et son étalement (Spectre 9, Spectre 9-1) du composé WO3
montrent des signaux qui confirment bien ’existence d’un squelette flavonoide [16]. Les
déplacements chimiques en RMN 'H et les attributions des signaux observés sont comme suit:
v Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 6y = 6,18 (J = 2,1 Hz), le second
aodun 6,4 (J=2,1 Hz) attribuables a H-6 et H-8, respectivement, pour le cycle A.
v Un doublet d’intégration 1H a & =7,67 ppm avec une constante de couplage de J= 2,1
Hz attribuable a H-2".
v Un doublet de doublet d’intégration 1H a 6 = 7,54 ppm (J = 2,1; 8,4Hz) attribuable a
H-6'".
v" Un doublet d’intégration 1H a = 6,88 ppm (J = 8,4 Hz) attribuable a H-5'".
v Un singulet d’intégration 1H & 8y = 12,48 ppm attribuable & OH-5.
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Spectre 9-1: Spectre RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé WO3, (Etalement).
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L'examen du spectre relatif a I'expérience RMN'3C (Spectre 10) montre la présence de 15

atomes de carbones. Ce qui confirme qu'il s'agit bien d’un flavonoide.
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Spectre 10: Spectre RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds, 8 ppm) du composé WO3.

L’absence sur le spectre RMN 'H d’un signal sigulet entre 6,70 et 7,30 ppm (H-3) et
I’apparition sur le spectre '*C d’un nouveau signal a §; = 136,39 ppm (C-3) confirme la

présence d’un OH libre en position C-3.

L'examen du spectre relatif a I'expérience COSY (Spectre 11) montre bien nos attributions par

une tache de corrélation entre le proton H-5' et le proton H-6' (couplage ortho).
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Spectre 11: Spectre COSY (500 MHz, DMSO-ds, 8 ppm) du composé WO3.
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L’analyse du spectre relatif a 1’expérience HSQC (Spectre 12) permet I’attribution des

signaux des protons aux atomes de carbone correspondants ainsi :

v" Une corrélation entre le proton H-8 et le carbone C-8 a 8¢ = 93,74 ppm.
v’ Une corrélation entre le H-6 et le signal du carbone C-6 a 5¢ = 98,56 ppm.
v’ Le proton H-2' permet la détermination de C-2'a d¢ = 115,47 ppm.
v" Le proton H-5' permet la détermination de C-5'a 8¢ = 116,04 ppm.
v" Le proton H-6' permet la détermination de C-6'a 8¢ = 120,34 ppm.
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Spectre 12: Spectre HSQC (500 MHz, DMSO-ds, & ppm) du composé WO3.

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HMBC (Spectre 13) permet I’attribution des

autres carbones correspondants ainsi :

v

Le proton H-8 montre une tache de corrélation avec le carbone a dc 164,69 ppm
attribuable a C-7 vu la valeur de son déplacement chimique, la plus élevée des carbones
oxygénés quaternaires.

Par ailleurs et toujours sur le méme spectre HMBC, L'attribution de C-8 permet la
localisation de C-10 a o. =103,77 ppm vu la tache de corrélation observée entre ce
carbone et le proton H-8. Le carbone C-2 est localis¢ a dc =148,04 ppm grace a sa
corré¢lation avec H-2' et la valeur de son déplacement chimique.

Le déplacement chimique du carbone C-2 indique également un OH libre en position C-3.
Toujours sur le méme spectre, les protons H-2', H-5' et H-6' montrent des taches de
corrélation avec le carbone quaternaire aromatique oxygéné a dc = 148,19 ppm ne pouvant

étre attribué qu’au C-4', On observe également des taches de corrélations entre le proton
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H-5' et le carbone quaternaire aromatique oxygéné a 6c = 145,94 ppm ne pouvant étre

attribué¢ qu’au C-3', et le le carbone quaternaire aromatique a dc =122,72 ppm ne pouvant

étre attribué qu’au C-1'. Ces résultats sont comparés avec ceux de la literature [17, 18].
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Spectre 13: Spectre HMBC (500 MHz, DMSO-ds, & ppm) du composé WO3.

Les données relatives aux spectres de RMN 'H et '3C de ce composé sont reportées dans le

Tableau 47.

“1irery

Tableau 47: Données de la spectroscopie de RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN !3C
(DMSO-ds, 500 MHz) du composé WO3.

Z
o

ou (ppm)

J (Hz)

dc (ppm)

148,04

122,72

179,60

161,31

6,18

d(é,l)

98,56

164,69

6,40

d(2,1)

93,74

156,96

103,77

122,72

7,67

115,47

d(é,l)

145,94

148,19

6,38

d (2;,4 )

116,04

QR |RINRI=ISlolcala|un|ilw

7,54

dd (8,421

120,75

OH-5

12,48

N
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Toutes les données spectroscopiques représentées dans le Tableau 46, permettent d’identifier
ce composé au 5, 7, 3', 4'-tétrahydroxyflavonol, connu sous le nom de la Quercétine, isolé¢
antérieurement de genre Crataegus [19]. Cette molécule est nouvelle pour 1’espéce
C.oxyacantha. La quercétine est réputée pour étre le plus actif des flavonoides. Elle a des
propriétés biologiques intéressantes anti-oxydantes [20], anti-inflammatoires [8], et anti-
histaminiques (anti-allergiques) [21]. Ces activités ont €té constatées au cours de nombreuses
études in vitro et in vivo. La quercétine a aussi des effets positifs sur la capillaire et le systéme
cardiovasculaire [22].

OH

OH

HO O

OH

OH O

Figure 29: Structure finale du composé WO3 : (Quercétine)

IV.4.1.3. Elucidation structurale du composé WO2

Le composé WO2 a été isolé de I’extrait AcOEt sous forme de poudre de couleur jaune
soluble dans le MeOH. (C’est le produit majoritaire de cet extrait).

Le chromatogramme HPLC-DAD du composé WO2 (Spectre 14), un spectre trés propre ce
qui montre que ce composé€ est un compose€ pur.
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&
Ce composé est caractérisé par une couleur noire sous lumiere UV 254 nm, une couleur noir-
violette sous lumiére UV 365 nm et une couleur jaune intense apreés révélation avec

I’anisaldéhyde + chauffage pendant 3 min ce qui confirme que la structure de ce composé est

de type flavonoide.
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Spectre 14: Spectre UV et chromatogramme HPLC-DAD du composé¢ WO2

La comparaison des chromatogrammes et des spectres LC (mode Electrospary ESI  positif)
indique que le composé W02 et un étalon de quercétine-3-glucoside correspondent en temps
de rétention (Chromatogramme) et en ions m/z (spectres MS) ainsi, il est hautement probable
que WO?2 est la quercétine-3-glucoside. Dans la figure ci-dessous la trace rouge est la

Quercétine-3-glucoside et la noire est I’injection de W02.
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Spectre 15: Spectre LC (mode Electrospary ESI  positif) du composé¢ WO2
C'est un résultat qualitatif, nous allons confirmer ces résultats, par les autres expériences (MS,

UV, RMN (1D) et (2D).

Le spectre de masse du composé WO2 enregistré sur le spectrometre (Waters Q-Tof 2.) ESI
de résolution positive (Spectre 16) montre un pic quasi moléculaire m/z = 464,85
correspondant a une masse moléculaire égale a 464 uma en accord avec la formule brute

C21H20012, soit une molécule comportant 12 insaturations.
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Spectre 16: Spectre de masse du composé WO2 enregistré sur le spectrometre Waters Q-Tof2

Le spectre UV du composé WO?2 (Spectre 17), enregistré dans le MeOH montre deux maxima

d’absorption a 359 et 256 nm relatifs respectivement a la bande I et II caractéristiques d’un
flavonol substitué en position 3 [15].

» L’addition de NaOH provoque un déplacement bathochromique de + 50 nm pour la

bande I, avec une augmentation de son intensité lumineuse indiquant la présence d’un

OH libre en position 4', ’apparition d’une nouvelle bande dans le méme spectre

indique la présence d’un OH libre en position 7.
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» On remarque un déplacement bathochromique de la bande II de +17 nm par rapport au

spectre MeOH provoqué par 1’addition de NaOAc, confirmant ainsi la présence d’un
OH libre en position 7.

Le déplacement bathochromique de la bande I de +42 nm, observé lorsque le spectre
UV est enregistré dans un milieu de MeOH+AICI3 + HCI comparativement au spectre
enregistré dans le MeOH neutre, atteste que ce flavonol porte un groupement
hydroxyle libre en position 5.

Le déplacement hypsochrome de la bande I (-35 nm) en comparant les deux spectres
AICl3 et AICI3+HCI, montre la présence du systéeme orthodihydroxy sur le noyau B.
Cette observation est confirmé par le déplacement bathochrome (+20 nm) de la bande
I dans le spectre NaOAc+H3BOs; par rapport au spectre MeOH. Ces données
spectrales UV sont en accord avec celles rapportées dans la littérature pour la

quercétine substituée en position 3 [15].

Ces données permettent de proposer la structure partielle suivante :

Figure 30: Structure partielle du composé¢ WO?2

Toutes les donnés de Spectrophotométrie UV-Visible sont mentionnées dans le tableau 48.
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Tableau 48: Données spectrales UV du composé WO2

Bande I Bande I1 Autres bandes
Solvants-réactifs A max (nm) A max (nm) A max (nm) Commentaires
MeOH 359 256 / Flavonol-3-OR
/ OH libre en position 4'
NaOH 409 271 328 OH libre en position 7
AlCl; 436 274 / /
AICl; + HCI 401 267 / OH libre en position 5
NaOAc 375 273 324 /
NaOAc + 379 262 / Systéme ortho di-OH
H3;BOs sur le noyau B
—— WO2+MeOH
—— WO02+MeOH —— WO2+MeOH+AICI,
204 ———WO02+MeOH+NaOH WO2+MeOH+AICI #HCI
: WO2+MeOH+NaOH+5min 154
I 0 054
g 0,5 <
. . Longjf:ur d'or:::;)e(nm) . . Longueur d'onde(nm)
WO0O2+MeOH
20— WO02+MeOH+NaOAc
! WOZ+MeOH+NaOAc+HJBO3

T
250

T T
300 350
Longueurd

T T
400 450

'onde(nm)

Spectre 17: Série spectrale UV-vis du composé¢ WO2.
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L’étude du spectre RMN 'H (Spectre 18) du composé WO2 montre les cinqg protons
aromatiques caractéristiques de la quercétine [16], et les attributions des signaux observés
sont comme suit :
» Deux doublets intégrant chacun pour un proton a éu = 6,23 ppm (J = 2,1 Hz), et ou =
6,43 ppm (J = 2,1 Hz) attribuables a H-6 et H-8, respectivement, du cycle A.
» Deux signaux d’intégration 1H sous forme d’un doublet large (dl) a éu = 7,61 ppm (J =
8,5 Hz) et un singulet large (s/) a ou = 7,86 ppm. Ces deux noyaux sont attribuables a H-
6' et H-2', respectivement, du cycle B [1].
» Un doublet (d) d’intégration 1H, a ou = 6,89 ppm (J = 8,5 Hz) attribuable a H-5' du cycle
B. [1].
En revanche, on peut observer sur le méme spectre et notamment dans la région du sucre
(Spectre 18-2) un doublet d’intégration 1H a du=a 5,19 ppm avec une constante de couplage
J = 7,6 Hz attribuable au proton anomérique H-1"d’un sucre reli¢ a 1’aglycone. Cette valeur
de la constante de couplage du proton anomérique avec le proton en C-2", exclue le manose
et oriente vers un groupement glycopyranosyle d’ou la jonction a la génine est faite par le

biais d’un pont oxygéné de configuration 3. [10-12]

» Dans I’intervalle 3,89-3,48 ppm se trouvent les autres protons du sucre.
L'examen du spectre relatif a l'expérience COSY (Spectre 19-1) montre :
» Une tache de corrélation entre le proton H-5' et le proton H-6' confirmant le couplage
ortho.
Sur le méme spectre COSY (Spectre 19) on remarque la présence de :
» Une tache de corrélation entre le H-1" a 6 = 5,12 ppm et le signal d’un proton a du = 3,81
ppm, ce proton est alors attribuable a H-2", (6c = 72,1 1ppm).
Quatre autres signaux apparaissent dans la région située entre 3,48- 3,90 ppm et sont relatifs
aux protons (3,88 ppm, H-4"), (3,68 ppm, H-6"a, H-6"b), (3,59 ppm, H-3"), (3,51 ppm, H-5")

[23]. Ces résultats sont comparés aussi avec ceux publiés dans la littérature [17, 18].
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Spectre 18: Spectre RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds, 8 ppm) du composé WO?2.
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Spectre 18-1: Spectre RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds, 8 ppm) du composé WO2, (Etalement).
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Spectre 19-1: Spectre COSY (500 MHz, DMSO-ds, 8 ppm) du composé WO?2,
(Etalement)

L’examen de 1’expérience HSQC (Spectre 20-1) permet de localiser les noyaux C-2', C-5', C-
6', C-6, C-8 et C-1"a 6 =116,85; 115,09; 122,06; 98,88; 93,69¢t 104,43 ppm respectivement.
Les protons obtenus du groupement glycosyle permettent I’attribution des signaux a dc =
104,43; 76,19; 74,15; 72,11; 68,86; 60,76 ppm aux carbones C-1", C-5", C-3", C-2", C-4" et
C-6" respectivement (Spectre 20-2), par comparaison de ces déplacements avec ceux de la

littérature, ces valeurs sont indicatives d’un groupement glucose. [11,24]
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Spectre 20-2 : Spectre HSQC (500 MHz, DMSO-ds, 6 ppm) du composé WO?2, (Etalement).

Le spectre RMN 3C (Spectre 21) enregistré dans le DMSO-ds de ce produit montre 21
atomes de carbone, dont 15 correspondent a ceux de la génine (Quercétine).
L’ensemble des carbones de cette génine sont répartis comme suit [11,24].

» Cing CH aromatiques: (C-6, C-8, C-2', C-5"; C-6").

» Un signal a 6¢ = 178,03 ppm caractéristique d’un groupement carbonyle C-4 ;

» Neuf carbones quaternaires, dont huit qui résonnent dans la zone allant de (¢ = 122 ppm
a 170 ppm) notamment : C-2 a 6c = 159,2 ppm; C-3 a dc = 133,95 ppm; C-5 a oc =
159,84 ppm; C-7 a 6c=164,51 ppm ; C-9 a 6c =156,91 ppm ; C-1'a dc = 122,46 ppm ;
C-3"a 6c=145,02 ppm et C-4' a oc =148,64 ppm. et un a 6c = 103,35 ppm (le carbone

quaternaire C-10);

Les données relatives au spectre de RMN 'H et RMN *C de ce composé sont reportées dans
le Tableau 49.
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Spectre 21 : Spectre RMN '*C (125 MHz, DMSO-ds, 8 ppm) du composé WO2.

Tableau 49: Données de la spectroscopie de RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN !*C

(DMSO-ds, 500 MHZ) du composé WO?2.

N° oc oH (m, J Hz) N° oc ‘ ou (m, J Hz)
2 159,2 - Glu

3 133,95 - 1" 104,43 5,19J=17,6
4 178,03 - 2" 72,11 3,81

5 159,84 - 3" 74,15 3,59

6 98,88 6,23 4" 68,86 3,88

7 164,51 - 5" 76,19 3,51

8 93,69 6,43 6" 60,76 3,68

9 156,91 - - - -

10 103,35 - - - -

' 122,46 - - - -

2' 116,85 7,86 (sl) - - -

3' 145,02 - - - -

4 148,64 d - - -

5' 115,09 6,89 (d ; J=18.5) - - -

0' 122,06 7,61 (dl ; J=28.5) - - -

L’ensemble de ces analyses spectrales et la comparaison avec ceux publiés dans la littérature
[30] permettent I’identification du WO2 comme étant : (Quercétine-3-O-f-glucoside) connue
sous le nom (Isoquercétrine).

Cette molécule a été identifiée pour la premiere fois dans 1’espése C. oxyacantha.
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(D’ou son nom) est présente dans plus de trente familles de plantes principalement

dicotylédones.

Figure 31: Structure finale du composé¢ WO?2 : (Isoquercétrine)

IV.4.1.4. Elucidation structurale du composé WO5

H

L’examen du spectre de masse a haute résolution (Spectre 22) du composé WOS5 enregistré
sur le spectrometre Waters Q-Tof 2. en mode electrospray postif (ESI+) (Spectre 22) montre
un pic quasi moléculaire m/z = 290,75 correspondant & une masse moléculaire égale a 290
uma. La RMN 3C indique 15 carbones, et les valeurs d’intégrations du spectre RMN 'H
indiquent 9 protons. Pour compléter les données de la masse, on suppose la présence de 5
groupements hydroxyles et d’un oxygene, ce qui permet de proposer la formule brute

C15H140s. Soit une molécule renfermant 9 insaturations.
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Spectre 22: Spectre de masse du composé WOS enregistré sur le spectrometre Waters Q-

Tof2.

Le spectre RMN '3C (Spectre 23) confirme la présence de 15 atomes de carbone.
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Spectre 23: Spectre RMN * C (125MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé WOS5.
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L'examen simultané des spectres '*C et DEPT 135° (Spectre 23, Spectre 24) nous a révélé la
présence de :
% Un groupe de 3C quaternaires autour de 156-158 ppm et d’un groupe de 2C

quaternaires autour de 144-145 ppm, correspondant a priori a 5 carbones aromatiques

substitués par un oxygene (car fortement déblindés).

X/
L X4

3 CH vers 115-118,5 ppm appartenant a un cycle aromatique.

X/
L X4

2 CH autour de 94-95,5 ppm, pouvant étre attribués a 2 CH aromatiques en position

méta sur un autre cycle.

< 2 CH a oc = 65,27 et 78,44 ppm tres déblindés indiquant la présence de substituants
oxygenés.

La présence de 9 insaturations nous laisse supposer d’une part, 1’existence d’un cycle et de

deux cycles aromatqiues (un cycle compte pour une insaturation et un cycle aromatique

compte pour 4 insaturations) et les hypothéses développées précédemment nous permettent

d’autre part, de proposer la structure du composé WOS5 (Epicatéchine). [25]
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Spectre 24: Spectre DEPT 135 (125 MHz, DMSO-ds,  ppm) du composé WOS.

L'analyse simultanée des spectres protons (Spectre 25 et ses étalements), COSY (Spectre 26),

et HMQC (Spectre 27) montre:
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« La présence de 2 doublets dédoublés (2,47-2,70 ppm) qui intégrent pour 2 protons. Ces 2
protons sont liés entre eux par une forte constante de couplage (16,7 Hz). Ce fort couplage
de type géminal indique qu’il s’agit de protons portés par le carbone secondaire C-4 [25].

« Chacun de ces protons montre une tache de corrélation (Spectre 28-2) avec les deux
carbones a 0c = 65,27 ppm et 6c = 78,44 ppm attribuable a C-3 et C-2 respectivement.
Grace a ces attributions et l'analyse de spectre HMQC (Spectre 27) nous avons pu
d’attribuer les deux protons portés par ces deux carbones H-3 (3,99 ppm, J = 3,6 Hz) et
H-2 (4,72 ppm, J = 4,5 Hz).

Ces résultats permettent de proposer I’enchainement suivant:

% La faible constante de couplage entre les protons H-2 (J = 4,5 Hz) et H-3 6 (J = 3,6 Hz),
montre une stéréochimie cis et permet de différencier la cathéchine (trans) de
I’épicathéchine (cis). [25]

« On constate ’existence de deux types de protons aromatiques: un groupe de trois protons
aromatiques a 6,88 ; 6,65 et 6,65 ppm (H-2'; H-5'et H-6") d’une part et un groupe de deux
protons aromatiques d’autre part vers 6 ppm (H-6 et H-8). Ceci permet de confirmer la
présence de deux cycles aromatiques

« Les protons aromatiques H-6 et H-8 sont responsables de deux doublets (un a du 5,71 ppm
et I’autre a du 5,88 ppm). Leur constante de couplage (J= 2,2 ; 2,2 Hz) indique qu’ils sont
en position méta.

On remarque bien, que tous ces résultats sont en accord avec la structure de 1’épicathéchine.
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Spectre 25: Spectre RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé WOS5.
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Spectre 25-1: Spectre RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds, 8 ppm) du composé WOS.
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Spectre 25-2: Spectre RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé WOS,
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Spectre 26: Spectre COSY (500 MHz, DMSO-ds, 6 ppm) du composé WOS.

Tableau 50: Données expérimentales de la spectroscopie de RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz)

du composé¢ WO5
N°de C o (ppm) Constantes de
m couplage J (Hz)
4b 2,47 (dd) 3,3;16,7
4a 2,70 (dd) 4,5;16,7
3 3,99 (9) 3,6
2 4,72(d) 4,5
8 5,71 (d) 2,2
6 5,88 (d) 2,2
6' 6,65 (m) /
5! 6,65 (m) /
2' 6,88 (d) 2,2

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HMQC (Spectre 27) permet ’attribution des
signaux des protons aux atomes de carbone correspondants ainsi :

¢ Une tache de corrélation entre les deux protons H-4, et H-4 et le C-4 a dc= 28,51ppm.
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¢ Une tache de corrélation entre le H-3 et le C-3 a 6c = 65,27 ppm.

% Une tache de corrélation entre le H-2 et le C-2 a 8¢ = 78,44 ppm.
% Une tache de corrélation entre le H-8 et le C-8 a 8¢ = 94,49 ppm.
¢+ Une tache de corrélation entre le H-6 et le C-6 a 6c = 95,46 ppm.
¢+ Une tache de corrélation entre le H-5" et le C-5"a 6c = 115,33 ppm.
¢ Une tache de corrélation entre le H-2' et le C-2'a 8¢ = 115,20 ppm.
¢ Une tache de corrélation entre le H-6' et le C-6'a ¢ = 118,41 ppm.
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Spectre 27: Spectre HMQC (500 MHz, DMSO-ds, 6 ppm) du composé WOS.
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Spectre 27-1: Spectre HMQC (500 MHz, DMSO-djs, 6 ppm) du composé WOS.

Le spectre HMBC (Spectre 28) nous a détecté les corrélations entre un carbone et ses protons
¢loignés. De plus les corrélations a longues distances nous ont fournis des renseignements
concernant les carbones quaternaires.
¢ Ainsi, le carbone a 6c = 131,09 ppm correle avec les protons benzéniques H-2', H-5' et
H-6' et le proton H-2 du cycle voisin attribuable au carbone quaternaire C-1'.
s D’autre part, il existe des corrélations entre le carbone a d¢c = 98,90 ppm et les protons
H-2, H-4., H-4, H-6 et H-8, ce carbone ne peut étre que le C-10.
¢ Le carbone C-9 est attribué a 6c =157,05 ppm grace a ses corrélations avec les deux
protons H-4 et H-8.
% Les attributions des carbones C-5 (156,30 ppm) et C-7 (156,75 ppm) ont été faits grace a
ses corrélations avec leurs protons voisins portés par les carbones C-6 et C-8.
Cette information confirme donc ’attribution des signaux a éu = 5,88 ; 5,71 ppm de la RMN
'H aux protons aromatiques H-6 et H-8.
+«+» Par ailleurs il existe des corrélations entre les deux carbones a dc = 144,94 et 144,99
ppm et les protons H-2', H-5' et H-6', ces deux carbones ne peut étre que le C-3' et C-4'

respectivement.
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Spectre 28-1: Spectre HMBC (500 MHz, DMSO-ds, 6 ppm) du composé WOS.
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Spectre 23-1: Spectre RMN'*C (125 MHz, DMSO-ds, & ppm) du composé WOS5, (Etalement).

Tableau 51: Données expérimentales de la spectroscopie RMN 'H (DMSO-d6, 500 MHz), et
RMN B3C et DEPT (DMSO-ds, 500 MHz), et du HMBC (DMSO-ds, 500 MHz) du composé

WOS5
HMBC
N° de C DEPT oc (ppm) Corrélations
BC— H
2 CH 78,44 2':3:;4:6
3 CH 65,27 4;2
4 CH: 28,51 3;2
5 Cq 156,30 6:;8;4
6 CH 95,46 7;8
7 Cq 156,75 2:;4:8:6
8 CH 94,49 7,9
9 Cq 157,05 6:8:;2:;4
10 Cq 98,90 8:;6:;3;4
' Cq 131,09 2';5';6';2
2' CH 115,20 2;6';5'
3 Cq 144,94 2';5';6';2
4 Cq 144,99 2';5;6
5' CH 115,33 2;2';5;6
6' CH 118,41 2';5";2
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Ces analyses sont en accord direct avec la littérature [25,26], cela donc permet d’attribuer au
WOS la structure de I’Epicatéchine. Cette molécule a des propriétés biologiques intéressantes

notamment I’activité anti-oxydante [27].

H

Figure 32: Structure finale du composé WOS : (Epicatéchine)

IV.5. Elucidation structurale des composés de C. triflorus L’Her.
IV.5.1. Elucidation structurale des composés de ’extrait AcOEt

IV.5.1.1. Elucidation structurale du composé (SBWP3)

o

OH

Le composé SBWP3 est caractérisé par une couleur noire sous lumieére UV 254 nm, une
couleur noir-violette sous lumiére UV 365 nm et une couleur jaune apres révélation avec
I’anisaldéhyde + chauffage pendant 3 min ce qui permet d’envisager une structure de type
flavonoide.
L’examen de la série spectrale UV-vis du composé SBWP3 (Spectre 29) a permet de montrer
les indications suivantes :

+ Un maximum d’absorption de la bande I a 325, et la bande II a 271 dans le spectre

enregistré dans le méthanol, caractéristiques d’une flavone [15].
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Spectre 29: Série spectrale UV-Vis du produit SBWP;.

La RMN "*C (Spectre 34) indique la présence de 15 atomes de carbones, et les valeurs
d’intégrations du spectre RMN 'H indiquent la présence de 8 protons, cela montre la présence
de deux substitutions qui ne peuvent etre que des hydroxyles, ce qui permet de proposer la

formule brute Ci5H1004.
L’examen du spectre RMN 'H (500 MHz, acétone-ds) du composé SBWPs (Spectre 30) a

permis de mettre en évidence la présence de:

+ Deux protons a dy = 6,55 et du = 6,26 ppm qui apparaissent comme doublets dont la
constante de couplage est J = 2,1 Hz, attribuables aux protons H-8 et H-6 respectivement,
ce qui montre une substitution du noyau A en position 7 et 5.

£ Un proton se présentant comme singulet a du = 6,8 ppm attribuable a H-3 confirmant la
structure d’une flavone [15].

£ Un doublet de doublets a on = 8,06 ppm, d’intégration 2H, avec une constante de
couplage (J = 8,00 ; 2,2 Hz), attribuables a H-2', H-6', et un multiplet (m) a du= 7,59-7,60
ppm, d’intégrale 3H, attribuables a H-3', H-4' et H-5', montrant aucune substitution sur le

cycle B.
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Spectre 30: Spectre RMN 'H (500 MHz, Acétone-ds, & ppm) du composé SBWPs.

L’examen du spectre COSY (Spectre 31) confirme les résultats précédents, en effet, ce spectre

montre:

+ Une tache de corrélation entre les protons H-6 a éy = 6,26 ppm et H-8 a éu = 6,55 ppm
confirmant le couplage méta et aussi les attributions de H-6 et H-8 respectivement.

+ Une tache de corrélation entre le double de doublets a 8= 8,06 ppm et le multiplet & 3y =
7,59 ppm, confirmant les attributions de H-2', H-6' et H-3', H-4' et H-5', ce qui confirme

aussi qu’il n ya aucune substitution sur le noyau B.
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Spectre 31: Spectre RMN COSY (500 MHz, Acétone-ds, & ppm) du composé SBWPs.

Les valeurs RMN '3C pour tous les carbones ont été attribuées sur la base des corrélations

HSQC (Spectre 32) et HMBC (Spectre 33).

L’analyse du spectre relatif a 1’expérience HSQC (Spectre 32) permet I’attribution des

signaux des protons aux atomes de carbone correspondants ainsi :

Une corrélation entre le proton en position 6 et le carbone C-6 a d¢c = 100,20 ppm.
Une corrélation entre le H-8 et le signal du carbone C-8 a 6c = 95,26 ppm.

Le H-3 permet la détermination de C-3 a 6c = 106,46 ppm.

Le H-3' et H-5'corrélent avec le C-3' et C-5'a 6c= 130,38 ppm.

Les H-2' et H-6' permets I’attribution des carbone C-2'et C-6'a 6c = 127,62 ppm.
Le H-4' correle avec le C-4'a 6c = 132,62 ppm.

- F F F & &
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Spectre 32: Spectre RMN HSQC (500 MHz, Acétone-ds, & ppm) du composé SBWPs.

Les autres carbones sont attribués sur la base de I'analyse du spectre relatif a l'expérience

HMBC (Spectre 33), qui montre en effet :

Une corrélation entre le proton H-3 et les carbones a oc = 133,14 ppm et 183,66 ppm
attribuables aux C-1' et C-4 respectivement. (L’attribution de C-4 (li¢ a un oxygene) vu
la valeur de son déplacement chimique, la plus élevée des carbones oxygénés
quaternaires)

L’attribution de C-1' est confirmée par la corrélation entre ce carbone est et les protons
H-2', H-6', H-3', H-5".

Une corrélation entre le carbone a oc = 165,29 ppm et les deux protons H-6 et H-8 qui
ne peu étre que le carbone C-7.

Une corrélation entre le carbone a d¢c =165,9 ppm et les protons H-2', H-6' et H-3, qui ne
peu étre que le carbone C-2.

Une corrélation entre le Carbone 6c = 103,75 ppm e les deux protons H-6 et H-8, qui ne
peut étre que le carbone C-10.

L’attribution de C-4, C-7, C-8 et C-10 permet ’attribution de C-5 a 6¢=163,39 ppm vu

la corrélation de ce carbone avec le proton H-6.
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Spectre 34: RMN '°C (125MHz, Acétone-ds, & ppm) du composé SBWPs.
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L’ensemble des résultats RMN 1D & 2D sont résumeés dans le tableau suivant:

Tableau 52: Données spectroscopiques du RMN 'H et '*C du composé SBWP;

N° on (ppm) multiplicité, oc(ppm) | HMBC (H—C)
J(Hz)

2 - - 165,9 -

3 6,8 s 106,46 C-2;4;10

4 - - 183,66 -

5 - - 163,39 -

6 6,26 d(2,1) 100,22 C-8;10;7

7 - - 165,29 -

8 6,55 d(2,1) 95,26 C-6;5;7;10;9

9 - - 159,4 -

10 - - 103,75 -

' - - 133,14 -
2';6' 8,05-8,08 dd (7,7 ;2,2) 127,62 C-3;5;1;2
35 7,59-7,65 m 130,38 C-2';6'

4 7,59-7,65 m 132,62 C-2';6'

Sur la base des preuves ci-dessus et de la comparaison avec les valeurs de la littérature [28],

on conclue que la formule brute du composé SBWP; est CisHi0O4 correspondant a onze

insaturations, ce qui conduit vers un squelette de type flavonoide dilyhydroxylés qui est donc

le 5,7-dihydroxyflavone (Chrysine). (Figure 33). Connue, précédemment dans le genre

Cytisus [29].

La chrysine est 1'un des flavonoides végétaux naturels importants, plusieurs études ont été

rapportées son posséder de multiples activités biologiques et des effets pharmacologiques, y

compris antioxydant, anti-inflammatoire, anti-vieillissement et anticancéreux [30,31].

OH

o)

Figure 33: Structure finale du composé¢ SBWP; : (Chrysine)
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IV.5.1.2. Elucidation structurale du composé (SBWP4)
OCH;

OH O

Le composé SBWP4 est caractérisé par une couleur noire sous lumicre UV 254 nm, une
couleur noir-violette sous lumiere UV 365 nm et une couleur jaune intense apres révélation
avec I’anisaldéhyde + chauffage pendant 3 min ce qui permet d’envisager une structure de
type flavonoide.

L’examen de la série spectrale UV-vis du composé SBWP4 (Spectre 35) a permet de montrer
les indications suivantes :

Un maximum d’absorption de la bande I a 345 nm dans le spectre enregistré dans le méthanol

oriente vers la structure d’une flavone ou d’un flavonol substitué¢ en position 03. Tableau 53.

SBWP4+MeOH

184
1,64
1,44
124
1,04
0,8 -
0,6
0,4
0,2
00— T T T T T T

250 300 350 400

Longueur d'onde(nm)

Absorbance

Spectre 35: Spectre UV-vis du composé SBWP4.

Tableau 53: Données de la série spectrale UV-vis (A max nm) du composé SBWP4.

Reéactifs Bande I (nm) | Bande II (nm) Comentaires

MeOH 345 269 flavone ou flavonol
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L’examen de la série spectrale RMN 'H du composé SBWP4 (Spectre 36) enregistré dans le

MeOH-d4, 400 MHz ainsi que son spectre étalé a permet de montrer les indications suivantes :

*

Un singulet d’intégration 1H a ou = 12,8 ppm que I’on ne peut attribuer qu’au proton d’un
OH en position 5 (OH-5).

Un doublet d'intégration 1H, a a du = 7,57 (J = 2,2 Hz) attribuable & H-6'".

Un doublet de doublets d’intégration 1H a su = 7,53 ppm (J = 8,5 ; 2,2 Hz) attribuable a
H-2'.

Un doublet d’intégration 1H a éu= 6,96 ppm (J = 8,5 Hz), attribuables a H-5'

Une substitution du noyau A en position 7 déduit de la présence du OH-5 et deux doublets
d’intégration 1H chacun avec la méme constante de couplage (J = 2,1 Hz) a du = 6,47 et
6,20 ppm, attribuables aux protons H-8 et H-6 respectivement.

Un singulet d’intégration 1H a 6u = 6,67 ppm attribuable a H-3.

Un singulet d’intégration 3H a éu = 3,93 ppm, attribuable aux protons d’un groupement

méthoxyle.
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Spectre 36: RMN 'H (400 MHz, MeOH-da4, § ppm) du composé SBWP4.

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HSQC (Spectre 37) permet I’attribution des

signaux des protons aux atomes de carbone correspondants ainsi :

Une corrélation entre le proton en position 6 et le carbone C-6 a 6c = 98,43 ppm.
Une corrélation entre le H-8 et le signal du carbone C-8 a 6c = 93,61 ppm.

Le H-3 permet la détermination de C-3 a ¢ = 103,22 ppm.

Le H-5' correle avec le C-5'a oc= 114,28 ppm.

Le H-6' permet I’attribution du carbone C-6'a d¢c = 119,53 ppm.

Une corrélation entre le proton en position 2' et le C-2'a 6c = 109,44 ppm.

AN N N N N

Les protons de méthoxyle a du = 3,93 ppm permettent 1’attribution de carbones de

méthoxyle (OCH3) a oc= 55,5 ppm.
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Spectre 37: RMN HSQC (500 MHz, MeOH-da4, 6 ppm) du composé SBWP4.

L’analyse du spectre relatif a 1’expérience HMBC (Spectre 38) met en évidence les

corrélations proton-carbones a longue distance, permettant de tirer les indications suivantes :

+ Les protons H-6 et H-8 montrent des taches de corrélation avec le carbone quaternaire
oxygéné a 6c = 103,59 ppm, attributable au C-10, I’attribution de ce carbone est confirmé
par la présence d’une tache de corrélation entre ce carbone et le proton H-3.

#+ Une corrélation entre le carbone a 8¢ = 123,04 ppm et les deux protons H-3 et H-5', ce
carbone ne peut étre que le C-1".

+ Une corrélation entre le carbone a 8¢ = 163,51 ppm et les protons H-3, H-2' et H-6, ce
carbone ne peut étre que le C-2.

+ L’attribution de C-10, C-1' et C-2 permet I’attribution de C-4 a 8¢ = 182,14 ppm (vu la
tache de corrélation entre le proton H-3 et ces carbones.

+ L’attribution de C-2', C-6' et C-2 permet I’attribution de C-4' a 6¢=151,15 ppm.

+ Le H-6 montre deux taches de corrélation:

La premicre avec le signal a oc = 103,59 ppm (C-10), la seconde avec le signal a 6c = 93,61

ppm qui ne peut étre que le (C-8).
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L’attribution de C-9 est fait par la présence de deux taches de corrélation avec le proton H-8

La premiére a 6c = 103,59 (C-10), la seconde avec le signal a oc = 157,33 ppm dont ce

carbone ne peut étre que le C-9.

# le proton H-2' montre deux taches de corrélation:

La premiere avec le signal a 6c = 119,53 ppm attribuable a C-6', la seconde avec le signal a 6c

= 151,15 ppm, ce qui montre que ce carbone est le carbone C-4'.

<+ Les protons H-2', H-5' et H-6' montrent des taches de corrélation avec le carbone a 8. =
147,26 ppm qui ne pouvant €tre attribué que le carbone quaternaire aromatique oxygéné
C-3', Par ailleurs et toujours sur le méme spectre ce carbone montre une tache de
corrélation avec les protons du méthoxyle. Cette observation permet de placer le

substituant méthoxyle en position 3'.

stwp4 5003 (HMBC 1H/130) MeCD Hz

EHﬁJH_:I H-5' H-3 H-6 J\‘ DCH}

'0)

C-3'/OCH;

LA e L S e e A R e S AL I e
a1 7 65 [ 55 5 45 4 st

Spectre 38: RMN HMBC (500 MHz, MeOH-d4, 6 ppm) du composé SBWP4.

Les données de RMN 'H et '3C sont reportées dans le Tableau 54.
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Tableau 54: Données spectroscopiques du RMN 'H et *C du composé SBWP4

Position | ou(ppm) J(Hz) oc (ppm)

2 - - 163,51
3 6,67 s 103,22
4 - - 182,14
5 12,80 s 161,54
6 6,20 d(2,1) 98,43
7 - - 164,26
8 6,47 d(2,1) 93,61
9 - - 157,33
10 - - 103,59
' - - 123,04
2 7,57 d(2,2) 109,44
3 - - 147,26
4 3,93 s 151,15
5! 6,96 d (8,7) 114,28
6' 7,53 dd (7,7 ;2,2) 119,53

OCHj; 3,93 s 55,5

La combinaison des donnés de la RMN 'H, RMN !3C et RMN (2D) et de la série spectrale

UV-vis mene a la structure finale du composé SBWP4: §, 7, 4'-Trihydroxy, 3'-métoxy-

flavone, une flavone, connu sous le nom (Chryoériol) [32,33].

Cette molécule est nouvelle pour le genre Citysus.

Figure 34: Structure finale du composé SBWP4: (Chryoériol)
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IV.5.1.3. Elucidation structurale du composé WC8

1
H;CO 02

L’étude du spectre de RMN 'H (Spectre 39) de ce composé permet de tirer les indications

suivantes :

+ Un singulet a oy = 8,05 ppm intégrant pour 1H attribuable a H-2, caractérisant la structure
d’une isoflavone. [34, 13]

+ Deux doublets a 8 = 6,77 et 7,29 ppm, chacun intégrant pour 2H, avec une constante de
couplage J = 8,8 Hz, caractéristique a un flavonoide substitiée en position 4' du cycle B,
ces protons sont alors attribuables a H-3', H-5' et H-2', H-6', respectivement.

£ Un doublet d’intégration 2H a ou = 6,38 (J = 2,0 Hz) indicateur d'un couplage méta
attribuable a H-6 et H-8 indiquant ainsi la substitution du cycle A en positions 5 et 7.

+ Un singulet d’intégration 3H a éy = 3,79 ppm caractéristique d’un groupement méthoxyle.

+ Un massif d'intégration 1H a 6y = 9,47 ppm attribuable a 4'-OH. [35]

L’analyse conjointe de spectre RMN!*C et la comparaison avec les données de la littérature

[34-36] permettent d’attribuer sur le spectre RMN!3C tous les carbones (Tableau 55).
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Spectre 39: RMN 'H (400 MHz, DMSO-djs, 8 ppm) du composé WC8
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Spectre 39-1: RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds, & ppm) du composé WCS, (Etalement).
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Spectre 40: RMN '*C (100 MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé WC8

Tableau 55: Données spectroscopiques du RMN 'H et 3C du composé WC8

Position | ou(ppm) J(Hz) oc (ppm)
2 8,05 - 162,87
3 - - 125,13
4 - - 174,32
5 - - 159,60
6 6,38 d (2,0) 96,95
7 - - 161,66
8 6,38 d (2,0) 95,26
9 - - 157,46
10 - - 108,29
I - - 123,28
2", 6' 7,29 d (8,8) 130,66
3.5 6,77 d (8,8) 115,26
4' 9,47 massif 161,66
OCH3 3,79 s 56,37
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La combinaison des donnés de la RMN 'H, RMN !*C, et la comparaison avec les données de

la littérature [34-36] permettent de confirmer la structure d’une isoflavone d’une part et placer

le méthoxyle en position 7. Ces constatations menent au composé :

5,4'-dihydroxy-7-méthoxyisoflavone une isoflavone, connu sous le nom (Prunétine) [13].

Cette molécule est isolée pour la premiere fois du genre Cytisus.

Figure 35: Structure finale du composé¢ WCS : (Prunétine)

IV.6.1.4. Elucidation structurale du composé WC3

i OH

OH @)

Ce composé est caractérisé par une couleur noire sous lumiere UV 254 nm, une couleur noir-
violette sous lumiére UV 365 nm et une couleur jaune intense apres révélation avec
I’anisaldéhyde + chauffage pendant 3 min ce qui permet d’envisager une structure de type
flavonoide.
L’examen de la série spectrale UV-vis du composé WC3 (Spectre 41) a permis de montrer les
indications suivantes:

» Un maximum d’absorption de la bande I a 330 nm et de la bande II a 267 nm dans le

spectre enregistré dans le méthanol oriente vers la structure d’une flavone [15].
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» Le spectre enregistré en présence de AICIl3 + HCI montrent un effet bathochromique de

la bande I par rapport au spectre méthanolique (AA1 = +48 nm) indique la présence

d’un groupement hydroxyle libre en position 5.

» L'absence d’une nouvelle bande dans le spectre NaOH entre 320-335 nm indique la

présence d’un OR en position 7.

» Le fait qu’il n’y est pas de changement notable de la bande I en comparant les spectres

AICI3/HCI et AICI; laisse prévoir 1’absence d’un systéme ortho dihydroxylé sur le

cycle B.

L’ensemble des données de la série spectrale UV est reporté dans le Tableau 56:

Tableau 56: Données de la série spectrale UV-vis du compos¢ WC3

Réactifs Bande I Bande 11 Commentaires
(A max nm) (A max nm)
MeOH 330 267 Flavone
AlCIs+HCI 378 280
OH libre en 5
+AICls 378 280
+NaOAc 324 267 Substitution en C-7 (7-OR)

o
»

0,0 o

Absorbance
e b
Absorbance

T
250

T T T T T
300 350 400 450 500 250 300 350 400 450

Longueur d'onde(nm) Longueur d'onde(nm)

Absorbance

T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
Longueur d'onde(nm)

Spectre 41: Série spectrale UV-Vis du produit WC3.
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Le spectre RMN 'H enregistré dans le DMSO-ds et ses étalements (Spectre 42, 42-1) du
compos¢ WC3 présentent des similitudes avec ceux du composé SBWP3 identifié comme la
chrysine.

Cette ressemblance a été vue sur le spectre RMN 'H du composé WC3 a partir des deux
doublets on a 6,89 ppm (H-8), ou = 6,48 ppm (H-6) du cycle A, un doublet large a 6u = 8,10
ppm (H-2' et H-6"), un multiplet a éu = 7,58-7,65 (H-3', H-4' et H-5") du cycle B et un proton
oléfinique a du = 7,06 ppm (H-3). (Tableau 56)

Ainsi que sur le spectre RMN 3C (Spectre 43) a partir des signaux observés entre 99 et le
signal d’un carbonyle a dc = 182,99 relatif au squelette flavonique.

La différence réside dans I’apparition des signaux entre du = 3,18 a 3,73 ppm indiquant la
présence d’un sucre, représenté par le doublet du = 5,08 ppm avec une constante de couplage
(J=17,5 Hz) caractéristique du proton anomérique H-1", porté par le carbone résonant a 6c =
100,36 ppm attribuable au C-1" d’apres le spectre HSQC (Spectre 46)

La jonction B-O-glycosidique de la génine et le type de sucre (glucose ou galactose) relative a
cette molécule est déduite de la valeur des déplacements chimiques du carbone et du proton

anomérique (0c-1" = 100,28 ; du-1" = 5,08) et de la valeur de la constante de couplage relevée

dans le signal de H-1" (d, J="7,5 Hz).[12]

Tableau 57: Données de la spectroscopie de RMN 'H et RMN '3C du composé WC3

oH (ppm) J (Hz) Intégration Interprétation
7,06 s 1H H-3
6,89 d (2,0) IH H-8
6,48 d (2,0) 1H H-6
3,18-3,73 m - Protons du sucre
8,09-8,11 dl (7,0) 2H H-2', H-6'
7,58-7,65 m 3H H-3', H-5' et H-4'
5,09 d((7,5) 1H H-1" (anomérique)
12,81 s IH OHen5
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Spectre 42: Spectre RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé WC3.
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Spectre 42-2 : Spectre RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé WC3, (Etalement).

L’analyse du spectre COSY (Spectre 45) permet d’identifier un premier systéme de spins a

cinq protons a partir du proton anomérique H-1" (dn = 5,09 ppm), ce proton anomérique H-1"

montre

une tache de corrélation avec le signal d’un proton a 6y = 3,30 ppm, ce proton est

alors attribuable a H-2". (6¢c = 73,44 ppm).

v

v

Une tache de corrélation entre le H-2" et un proton résonant a on = 3,29 ppm (t; J =
9,0 Hz) attribuable a H-3" (6c = 76,82 ppm).

Une tache de corrélation entre le H-3" et un proton résonant a ou = 3,19 ppm (t; J =
9,0 Hz) attribuable a H-4" (6c = 69,93 ppm). Cette valeur de la constante de couplage
suppose une interaction axiale-axiale entre H-3" et H-4". Cette observation oriente
vers un H-4" en position axiale. En conséquence le groupement glycosyle présent en
C-7, est donc un glucosyle [37].

Une tache de corrélation entre le H-4" et un proton résonant sous forme d’un
multiplet a ou = 3,46 ppm attribuable a H-5" (6¢ = 78,82 ppm),

Toujours sur le spectre relatif a 1'expérience COSY, le proton H-5" correle avec deux
doublet de doublets ou = 3,72 et du = 3,48 ppm. ils sont attribuables aux deux protons

H-6"a et H-6"b respectivement.
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Par ailleurs, l'analyse du spectre relatif a l'expérience HMBC (Spectre 47) montre les

indications suivantes :

>

Une tache de corrélation entre les protons H-6 et H-8 et le carbone du carbonyle a dc =
164,06 ppm que nous pouvons attribuer au C-7 de la génine. (Ce carbone montre
¢galement une tache de corrélation avec le proton anomérique du sucre H-1", cette
observation confirme de placer le substituant sucre en position 7).

Ces deux protons H-6 et H-8 et le proton H-3 montrent une tache de corrélation avec le
carbone a 6c = 106,37 ppm qui ne peut étre sans doute le C-10.

L’attribution de C-7 et C-10 a permet Pattribution de C-9 a dc = 157,94 ppm grace a sa
corré¢lation avec le proton H-8, et ’attribution de C-5 a 6c = 161,75 ppm grace a sa
corré¢lation avec les deux protons H-3 et H-6, cette attribution permet d’attribuer les deux
carbones restants C-2 a 6c 164,51 ppm et C-1'a 6c= 131,39 grace a ses corrélations avec

le proton H-3.

L’analyse du spectre RMN!'3C révéle la présence de 21 atomes de carbones, parmi lesquels on

distingue un groupement méthyléne d’aprés le DEPT 135.

Conformément au spectre RMN '°C, les carbones résonnant a 8¢ = 100,36 (C-1"), 73,44 (C-
2"), 76,82 (C-3"), 69,93 (C-4"), 78,82 C-5"), 61,04 (C-6") ppm montre bien la présence du

sucre. Ces valeurs confirment la présence d’un groupement glucosyle. [11,18, 24]

Les déplacements chimiques RMN 'H et RMN '*C présentés dans le Tableau 57, ont été
attribués selon I'analyse de ses spectres RMN 'H, RMN 3C, COSY, HMQC et HMBC
(Spectre 42), (Spectre 43), (Spectre 45) , (Spectre 46) et (Spectre 47).
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Spectre 43: Spectre RMN'*C (125MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé WC3.
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Spectre 44: Spectre DEPT 135 (125 MHz, DMSO-ds, 6 ppm) du composé WC3.
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Spectre 45: Spectre COSY (500 MHz, DMSO-ds, & ppm) du composé WC3.
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Spectre 46-1 : Spectre HMQC (500 MHz, DMSO-ds, 6 ppm) du composé WC3,(Etalement).
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Spectre 46-2 : Spectre HMQC (500 MHz, DMSO-ds, 8 ppm) du composé¢ WC3, (Etalement).
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Spectre 47-1 : Spectre HMBC (500 MHz, DMSO-ds, 6 ppm) du composé WC3, (Etalement).

Sur la base des preuves ci-dessus et par comparaison avec les données de la littérature pour
les composés analogues et comparaison avec celles de la chrysine et ses dérivés aux données
de la littérature [28], la structure du compos¢ WC3 a été établie comme flavonoide connu
sous le nom Chrysine-7-0-B-D-glucopyranoside.

Cette molécule a été isolée des especes des genres Cytisus [38], Adenocarpus [39],
Halostachys [40], elle est connue pour ses différentes activités biologiques antidiabétiques
[41], diurétiques, anti-inflammatoire, et aussi des activités antimicrobiennes et anti-oxydantes

[40].

OH O

Figure 36: Structure finale du composé WC3 : (Chrysine-7-O-B-D-glucopyranoside)

Les données spectrales RMN 'H, 1*C et HMBC de ce composé sont listées dans le Tableau 58
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Tableau 58: Données spectrales de RMN 'H, 1*C et HMBC du composé WC3
Position on (ppm) J (Hz) oc(ppm)
2 - - 164,51
3 7,06 s 105,90
4 - - 182,99
5 - - 161,75
6 6,48 d(1,6) 100,13
7 - - 164,07
8 6,89 sl 95,37
9 - - 157,94
10 - - 106,37
I' - - 131,39
2 8,10 dd 8 ; 1.6) 126,99
3 7,60 m 129,65
4 7,62 m 132,67
5' 7,60 m 129,65
6' 8,10 dd (8 ;1,6) 126,99
" 5,08 d(7.5) 100,36
2" 3,30 dd 73,44
3" 3,29 t 76,82
5" 3,46 m 78,82
4" 3,19 m 69,93
6"a 3,72 dd (11,0 ; 5,0) 61,04
6"b 3,48 dd (11,5 ;5,5) 61,04

IV.5.1.5. Elucidation structurale du composé WC2

OH
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La tache de ce composé sur plaque analytique donne une fluorescence noire sous lumiére
Wood UV 254 nm, une couleur noir-violette sous lumiere UV 365 nm ainsi qu’une coloration
jaune intense aprés révélation avec 1’anisaldéhyde + chauffage pendant 3min laissant

envisager une structure de type flavonoide.

L’examen de la série spectrale UV-vis (Spectre 48) a permet de montrer les indications
suivantes :

v Un maximum d’absorption de la bande I a 331 nm dans le spectre enregistré dans le
méthanol s’agit d’un flavonoide de type flavone, et 1'absence d’une nouvelle bande entre 320-
335 nm dans le spectre de NaOH par rapport au spectre méthanol indique que la position 7 est
substitué (OR).

v’ L’effet bathochrome de la bande I dans le spectre enregistré dans le milieu AICl3 (Al
= +58 nm) comparativement au spectre enregistré dans le MeOH indique la présence d’un
OH libre en C-5.

v' La comparaison du spectre NaOAc par rapport au spectre MeOH: déplacement trés
faible (AA1=+2 nm) ce qui traduit la présence d'une substitution en C-7.

Les données de la série spectrale UV-vis de ce composé sont reportées sur le Tableau 59.

Tableau 59: Données de la série spectrale UV (A max nm) du composé¢ WC2.

Réactifs Bande I (nm) Bande II (nm) Commentaires
MeOH 331 268 Flavone
+AICl; 371 280
OH libre en 5
+AICI3/HCI 371 280
+NaOAc 316 268 Substitution en C7 (7-OR)
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Spectre 48: Série spectrale UV-Vis du produit WC2.

Le spectre de RMN 'H (Spectre 49) et ses étalements (Spectre 48-1 et Spectre 48-2),
réalisé¢ dans le DMSO, indique la présence d’un groupement OH en position 5 (singulet a on
= 12,97 ppm) ainsi que huit signaux dans la région propre aux protons aromatiques :

v Un singulet a 6y = 6,98 ppm d’intégration 1H est caractéristique du proton en
position 3 ce qui confirme la structure d’une flavone.

v' Cinq protons aromatiques résonant a oy = 8,05 ppm (dd, J = 7,8 et 2,4 Hz, 2H),
7,58 ppm (m, 3 H). Ces protons sont caractéristiques d’un noyau aromatique mono-substitué¢
qui ne peut étre que le cycle B du flavone

v Deux doublets a dy = 6,89 et 6,48 ppm (J = 1,9 Hz) sont associés a deux protons
aromatiques en méta sur le cycle A, attribuables a H-8 et H-6.

Ce spectre montre également un multiplet dans la zone 3,15-3,5 ppm indiquant des
protons du sucre, et un autre signal d’intégral 1H sous forme d’un doublet a 6u = 5,05 ppm

avec une constante de couplage J = 6,9 Hz caractérisant le proton anomérique d’un sucre relié
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a I’aglycone par un pont oxygene. D’apres la valeur de la constante de couplage du proton

anomérique, cette entit¢ pourrait €tre soit un glucosyle soit un galactosyle avec une

configuration £ du carbone anomérique.

Les données relatives a la RMN 'H de ce composé sont reportées sur le Tableau 60.

Tableau 60: Résultats du RMN 'H du composé WC2

Le déplacement Multiplicité, J (Hz) Intégration Interprétation
chimique 6 (ppm)
12,97 St IH OHen5
8,05 dd, (7,8 ;2,4) 2H H-2'et H-6'
7,58-7,61 m 3H H-3', H-5' et H-4'
6,98 S IH H-3
6,89 d (1,9) 1H H-8
6,48 d (1,9) IH H-6
5,05 d (6,9) IH H-1"
3,15-3,50 m S5H Protons du sucre

Toutes ces données menent a la structure partielle suivante :

Figure 37: Structure partielle du composé¢ WC2.
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Spectre 49: Spectre RMN 'H (250 MHz, DMSO-dé, 8 ppm) du composé WC2.
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L’hydrolyse acide de ce composé libere le galactose comme un sucre révélé par Co-

chromatographie avec 1’échantillon authentique (Figure 38). Toutes ces données menent a la
structure finale de ce composé: 5-hydroxy-7-0-galactosylflavone, connu sous le nom :

7-0-B-D-galactopyranosylchrysine. Cette molécule est isolée pour la premiére fois du genre
Cytisus.

Figure 38: Résultat de la Co-chromatographie des sucres avec des témoins.

Figure 39: Structure finale du composé WC2 : (7-0-g-D-galactopyranosylchrysine)
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IV.5.1.6. Elucidation structurale du composé WC7:

Ce composé prend une couleur noire sous lumiere UV 254 nm, une couleur noir —violette

sous lumiere UV 365 nm et une couleur jaune aprés révélation et chauffage pendant 2 min ce

qui permet d’envisager une structure de type flavonoide.

L’examen de la série spectrale UV-visible (Spectre 50) montre :

X/
L X4

X/
A X4

Un maximum d’absorption de la bande I a 352 nm et de la bande II a 262 nm
caractéristiques d’un flavonol substitué en position 3. [38, 42]

Un déplacement bathochrome de la bande I (AL = + 54 nm) et une augmentation de son
intensité lumineuse apres addition de NaOH, sont en faveur d’un groupement OH libre
en position 4'. Par contre 1’apparition d’une nouvelle bande a 331 nm suppose la
présence d’un groupement OH libre en position 7.

L’addition du réactif NaOAc provoque un effet bathochrome de la bande II (AL =+ 12
nm), comparé au spectre méthanolique, confirmant ainsi la présence d’un groupement
OH libre en position 7.

Un déplacement bathochrome de la bande I enregistré dans le milieu (AICIz+ HCI)
comparé a celui enregistré dans le méthanol (AL = + 34 nm) indique la présence d’un
groupement OH libre en 5.

Le déplacement bathochrome de la bande I (AL = +28 nm) dans NaOAc + H3BO3
compar¢ au spectre méthanolique, oriente vers un systeéme ortho di-hydroxylé sur le

cycle B.

Ces données spectrales UV sont en accord avec celles rapportées dans la littérature pour la

quercétine substituée en position 3. [1]
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Spectre 50: la série spectrale UV-vis du composé WC7.
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L’ensemble des données de la série spectrale UV —Visible est reporté dans le Tableau 61.

Tableau 61: Données de la série spectrale UV du composé¢ WC7

Réactifs Bande I (nm) | Autres bande (nm) | Bande II (nm) | Commentaires
MeOH 352 / 262 Flavonol
406 / 271 OH libre en 4'
+NaOH
/ 331 / OH libre en 7
Spectre stable en présence de NaOH apres 5 min
+AICI; 395 367 269
OH libre en 5
+AICI/HCI 386 357 271
+NaOAc 404 325 274 7-OH
Ortho di-OH
+NaOAc/H3BO3 380 / 263
sur le cycle B
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L’ensemble de ces données permet de déposée la structure partielle suivante :

OH @)

Figure 40: Structure partielle du composé¢ WC7

L’étude du spectre RMN 'H (Spectre 51) dans la zone correspondante aux protons de la
génine a permis d’attribuer les différents signaux aux protons suivants :

¢ Un doublet (/= 2,0 Hz) d’intégration 1H, a du = 7, 91 ppm attribuable a H-2'".
Un doublet dédoublé (J =12,89 ; 2,0 Hz) d’intégration 1H a ou = 7,56 ppm attribuable a
H-6'
Un doublet (J = 8,25 Hz) d’intégration 1H, a 6u = 6,95 ppm attribuable a H-5'.

X/
L %4

>

L)

*

Ces signaux confirment I’hydroxylation des positions 3' et 4' du cycle B.
% Deux doublet (/= 2,7 Hz) d’intégration 1H a chacun, a éu = 6,19 ppm et attribuable a H-
6 et H-8 respectivement indiquant ainsi une substitution des carbones 5 et 7.
« Un doublet d’intégration 1H a ou = 4,95 ppm attribuable au proton anomérique H-1"
* Un ensemble de multiples dans I’intervalle 3,10-3,90 ppm attribuable par conséquent
aux protons du substituant sucre.
Pour confirmer la nature de sucre qui est reli¢ a I’aglycone, nous avons fait I’hydrolyse acide

(Figure 41).
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Figure 41: Résultat de la Co-chromatographie des sucres avec des témoins.

L’hydrolyse acide de ce composé libeére le glucose comme sucre révelé par Co-

chromatographie avec I’échantillon authentique.
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L’ensemble des données spectroscopiques relatives a la RMN 'H du composé WC7 sont

représentées dans le Tableau 62.

Tableau 62: Résultat RMN 'H du composé WC7

oH (ppm) Multiplicité (Hz) Intégration | Interprétation
6,19 d(J=1,9) 1H H-6
6,39 d(J=1,9) IH H-8
6,95 d(J=28,2) 1H H-5'
7,56 dd (J=28,5;2,0) 1H H-6'
7,91 d(J=2,0) IH H-2'
4,95 d 1H H-1"

Ces données, en accord avec celles de la littérature [28, 29], nous ont permis d’identifier le
compos¢ WC7comme étant la : Quercétine-3-B-O-glucopyranosyl connue sous le nom
Isoquercitrine. (Figure 42). Cette molécule n’avait pas été décrite auparavant chez cette

espece.

OH O

Figure 42: Structure finale du composé WC7 : (Isoquercitrine)
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IV.6.Conclusion
L'é¢tude phytochimique réalisée sur les parties aériennes de la plante Crataegus oxyacantha

Linn. a permis d'isoler et d'identifier par diverses méthodes chromatographiques et analytique,
10 composés naturels. Il s'agit de:
» Quercétine
Isoquercétrine
Epicathéchine
Naringénine-7-O-B-glucosyde
Apigénine
Acide chlorogénique
Acide Caféique

Acide caftarique

YV V. V V V V V V

Rutine

» Orientine
L'investigation phytochimique réalisée sur l'espéce Cytisus triflorus L’Her. (feuilles et fleurs),
a men¢ a l'isolement de 11 composés et I'identification structurale a ce stade de notre travail,
de 6 composés. Les composés identifiés appartiennent a une classe de métabolites
secondaires: les flavonoides. IIs se répartissent comme suit:

» 5,7-dihydroxyflavone (Chrysine)
5,7, 4'-Trihydroxy, 3'-méthoxy-flavone (Chysoériol)
5, 4'-dihydroxy-7-methoxyisoflavone (Prunétine)

7-O-B-D-glucopyranosylchrysine.

YV V V V

7-0-B-D-galactopyranosylchrysine
» 3-0O-B-glucopyranosyl-quercétine (Isoquercitrine)

Par ailleurs I'utilisation d'un procédé de dispersion en phase solide matricielle (MSPD) pour
extraire les polyphénols de C. oxyacantha a été évaluée. Les extraits de fruits et de feuilles de
MSPD ont une teneur remarquable en polyphénols, bien que le profil phénolique particulier
dépende du solvant. Les extraits ont ¢té analysés par HPLC-DAD pour I'identification précise
des principaux polyphénols bioactifs, dont certains n'ont jamais été décrits pour cette espece.
La MSPD s'est avérée étre une bonne alternative aux méthodes classiques d'obtention
d'extraits naturels, rapides et a faible consommation de temps, d’énergie et de solvants

organiques, donc respectueux de l'environnement.
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Chapitre V



e ke Doty

V.1. Introduction

Un antioxydant est défini comme ¢étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats biologiques [1], ce sont des composés qui réagissent avec les
radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs [2].

La raison pour laquelle, les antioxydants sont importants vient du fait que I’oxygene est un
¢lément potentiellement toxique puisqu’il peut étre transformé en formes plus réactives telles
que le superoxide, le peroxyde d’hydrogene, 1’oxygeéne singulet et les radicaux hydroxyles,
collectivement connu sous le nom oxygene actif [1].

D’un point de vue biologique, les composés antioxydants peuvent protéger les systémes
cellulaires des effets des processus potentiellement nocifs qui causent 1’oxydation excessive,
ils sont la stratégie préventive la plus prometteuse contre la formation des cataractes (Trouble

de la vision) [3].

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur [’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi-résistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes [4].

Dans ce qui suit, nous présentons nos travaux sur la recherche des polyphénols et les activités
antioxydante et antimicobienne des extraits CHCls, AcOEt et n-butanol de I’espece C.
oxyacantha (Feuilles et fruits) et I’extrait AcOEt de I’espece (C. triflorus).

Les objectifs de cette partie consistent a identifier I’organe qui présente plus d’activité, puis a

caractériser les composés antimicrobiens présents.
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V.2. Investigation biologique de I’espéce C. oxyacantha
V.2.1. Matériel et méthode
V.2.1.1. Détermination des polyphénols totaux (PT)

» Méthode 1

La teneur totale de polyphénols (PT) dans les extraits de C. oxyacantha a été déterminée
selon la méthode colorimétrique Folin-Ciocalteu (FC) [5].

En bref, aprés dilution appropriée dans 1'eau distillée, 5 ml de chaque extrait de solution d'eau
ont ét¢ mélangés avec 0,1 ml de réactif (FC) et 1 ml de carbonate de sodium Na,CO3 (20 %
p/v). Apres le vortexage, le mélange réactionnel a ét¢ maintenu pendant 30 minutes dans
l'obscurité a température ambiante, un temps suffisant pour la réduction du réactif (FC) par les
composés polyphénoliques dans des conditions alcalines, ce qui entraine le développement
d'une couleur bleue enregistrée a 750 nm (Spectrophotométre Shimazdu, UVmini-1240,
Tokyo-Japon) et mesurée contre un blanc préparé avec de l'eau. Cet essai a été effectué en
trois fois pour chaque échantillon. Les teneurs en PT ont été quantifiées a partir d'une courbe
d'étalonnage préparée avec des solutions standard d'acide gallique a des concentrations allant
de 3 220 mgl! (y =0,0707 x + 0,053, R? = 0,9988) et exprimées en mg d'équivalents d'acide
gallique dans l'extrait liquide (mg GAE L). Les concentrations d'échantillon de PT ont été
exprimées en mg d'acide gallique par gramme de poids sec des échantillons de C. oxyacantha

(mg EAG g'!dw).

» Meéthode 2
Les extraits sont solubilisés dans le méthanol a une concentration de 1 mg/mL pour le dosage
des polyphénols totaux. Le taux de polyphénols totaux est déterminé par spectrophotométrie
en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Le dosage de ces polyphénols est réalisé selon la
méthode décrite par Singleton et al. 1999 [6]. 20 uL de 1’échantillon sont mélangés avec 1580
pL d'eau distillée et 300 pL d’une solution de carbonate de sodium 20 %. Apres agitation et
d’incubation de cinq minutes, 100 pL du réactif de Folin-Ciocalteu 1 N sont additionnés ;
apres 30 minutes d’incubation a 40 °C, la lecture de 1’absorbance est faite a 765 nm contre un
blanc. Une gamme d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
expérimentales en utilisant I’acide gallique comme contrdle positif & concentrations finales

allant de 50 a 500 mg/mL.
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v’ La concentration des composés phénoliques totaux dans les extraits a été déterminée
en pug d'équivalents d'acide gallique (GAE) par mg d'extrait a I'aide d’une équation obtenue a
partir d'une droite d’étalonnage d'acide gallique. (R*> = 0,991).

Absorbance = 0,001 x acide gallique (ug).

V.2.1.2. Dosage des flavonoides totaux
La teneur total en flavonoides a été estimé selon la méthode décrite par Wang et al. 2008 [7].
En bref, a 0,5 ml d'échantillon, on ajoute 0,5 ml de solution a 2% d'AlClz. Aprés 1 h
d'incubation a température ambiante, I'absorbance est mesurée a 420 nm. Le teneur totale en
flavonoides est calculé¢ en pg d'équivalents de quercétine (EQ) pour 1 mg d'extrait a l'aide

d’une équation obtenue a partir d'une droite d’étalonnage de la quercétine (standard).

(R?=0,983). Absorbance = 0,034 x quercétine (ug) + 0,015.

V.2.1.3. Test de piégeage du radical libre DPPH
» Méthode 1
L’activité de balayage des radicaux du DPPH a ¢été¢ déterminée en utilisant le procédé modifié
de Brand-Williams et al [8], contre Trolox.DPPH. On a dissous 0,1 mM dans le méthanol
100%. 0,1 ml des extraits de C. oxyacantha ont été ajoutés a 3,9 ml de la solution
méthanolique de DPPH. Le mélange a été secoué¢ vigoureusement et laissé au repos a
température ambiante dans l'obscurit¢ pendant 60 min. La diminution de l'absorbance de la
solution résultante a ¢été¢ surveillée a 515 nm a 30 min (Spectrophotométre Shimazdu,
UVmini-1240, Tokyo-Japon). L'activité antioxydante (AA) a été déterminée en utilisant
I'équation suivante (y = 0,9211x + 0,0667; R? = 0,989) obtenue a partir d'une régression
linéaire aprés avoir tracé le Asis de solutions connues de Trolox contre la concentration (0,08-
I mM). L'activité¢ de balayage des radicaux libre des extraits a été exprimée sous forme de
mM Trolox g! de C. oxyacantha (dw). La solution mére radical a été préparée
quotidiennement
» Meéthode 2

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée qui
absorbe a 517 nm. En présence de composés antiradicalaires, il est réduit et change de couleur
en virant au jaune. Les absorbances mesurées servent a calculer le pourcentage d’inhibition du
radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de 1’échantillon [9]. Cette
méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger ce radical. Le

pourcentage de piégeage du radical (1%) est calculé selon I’équation suivante :

1% = [(Al — A2)/A1] x 100
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Al: absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait).

A2: absorbance en présence d’extrait.
L’effet des extraits sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par Braca et al. 2001 [10].
Un volume de différentes concentrations de chaque extrait est ajout¢ a 3 mkL de la solution
méthanolique du DPPH (0,004 %) fraichement préparée. Apreés incubation a 1’obscurité
pendant 30 minutes et a température ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a 515

nm a I’aide d’un spectrophotometre, contre un blanc (méthanol).

» Calcul des concentrations inhibitrice a 50 % « ICso » :
L’ICso (inhibitory concentration 50%) permet de calculer la concentration de 1’échantillon
testé nécessaire pour réduire 50 % des radicaux DPPH. Elle est calculée graphiquement par la
régression linéaire des graphes tracés, pourcentages d’inhibition en fonction de différentes

concentrations de I’extrait et le standard (Vitamine C).

V.2.1.4. Inhibition de la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique (LPO) dans le jaune d’ceuf est évaluée par le dosage de
malondialdéhyde (MDA) selon la méthode de Cao et Ikeda, 2009 [11].En milieu acide et a
chaud (pH 2 a 3, 100 °C) une molécule de MDA est condensée avec deux molécules d’acide

thiobarbiturique (TBA) pour former un complexe coloré en rose (lecture a 532 nm).

V.2.1.5. L’étude de P’activité antimicrobienne

L'effet antimicrobien des extraits a été testé sur deux micro-organismes. (Deux souches
bactériennes) selon la méthode de diffusion en milieu gélosé.

L’¢tude de I’activité antimicrobienne a consisté a déterminer des parametres antibactériens
(CMI et CMB) des extraits (CHCI3, AcOEt et n-Butanol) de C. oxyacantha et de 1’extrait
AcOEt de C. triflorus. Pour sa réalisation, nous avons utilisé la méthode de la microdilution
en milieu liquide.

Les tests de sensibilité des micro-organismes ont été effectués sur le milieu Mueller Hinton

solide en utilisant la technique des puits.

» 1. Souches bactériennes testés et conditions de milieu de culture
Le support microbien utilisé est compos¢ de deux souches bactériennes fournies par le
laboratoire de département de microbiologie et parasitologie, Facult¢ de Pharmacie,
Université de Santiago de Compostela, Espagne. Il est composé de :
Une souche de Gram positif connu sous le référence Staphylococcus aureus CECT 240 et une

souche de Gram négatif connu sous le référence Escherichia coli CECT 4099.
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Les deux milieux de cultures ont été maintenues a 80 °C dans du bouillon de soja tryptique
(TSB) (Difco) contenant 15% de glycérol et réactivée dans des plaques de gélose tryptique de
soja (TSA), fabriqués a partir du milieu TSB supplémenté avec de 1'agar-agar 2%. Les
milieux TSB et TSA ont toujours €té utilisées pour la croissance bactérienne a I'exception du
cas des méthodes de diffusion, qui ont été réalisées sur des plaques de Miiller-Hinton (MH)
moyen (Difco) supplémenté avec de 'agar-agar a 3%.

Les deux milieux de cultures sont traités a 12 °C a I’autoclave pendant 1 heure.

Les milieux de cultures bactériennes ont toujours été cultivés a 37 °C. Dans le cas des cultures
liquides, des flacons Erlenmeyer contenant du milieu du TSB et les souches bactériennes ont

¢té incubées dans un agitateur orbital a 37 °C et 200 tours par minute.

» 2. Préparation des extraits pour les tests antimicrobiens
Les extraits ont ¢té d'abord séchés pour €liminer le solvant d'extraction et on dissout dans

(DMSO:H20 / 50:50) afin d’obtenir une concentration finale de 200 mg/ml.

200 mg sont d’abord solubilisés dans 0,5 ml de diméthylsulfoxyde (DMSO) avant d’y ajouter
0,5 ml d’eau distillée.

» 3. Test de diffusion en milieu gélosé

50 microlitres d'une culture de nuit (souche bactérie) ont été étalées sur des plaques de gélose
MH (Muler Hinton). Ensuite, six puits, chacun de 10 mm de diametre ont été¢ découpés dans
l'agar-agar, et 20 uL d'agarose fondu ont été versés dans chaque puits pour sceller le fond.
Une fois que l'agarose est solidifiée, soit 150 microlitres d'extrait ou polyphénol purifié¢ ont
été¢ versés dans chaque puits et les plaques ont été incubées a 37 °C a I’étuve pendant 24
heures. L'activité antimicrobienne des échantillons a ¢été¢ évaluée qualitativement par la
présence ou l'absence de zone d'inhibition.

Les boites de Pétri sont d’abord laissées pendant 1h a la température ambiante pour une pré-
diffusion des substances, avant d’étre incubées a 37 °C a I’étuve pendant 24 h

Dans le cas d'échantillons qui sont disponibles uniquement dans une trés petite quantité, une
modification de cette méthode a été utilisée. Ainsi, apres étalement de la souche bactérienne
sur des plaques de gélose MH et laissé a sécher, une goutte de chaque échantillon a été versé
sur celle-ci. L'inhibition a été¢ évaluée au moyen de zones claires ou les gouttes ont été
versées. Les échantillons présentant une activité antimicrobienne ont été sélectionnés pour

¢viter les tests quantitatifs d'inhibition.
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» 4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est généralement la plus faible concentration
d'agent antimicrobien capable d'inhiber toute croissance visible apres une période d'incubation
de 18 a 24 heures. Elle mesure donc un effet bactériostatique et ne renseigne pas par 1’état de
la population bactériennenne permettant notamment pas de préciser si elle a été tuée en partie
ou totalement ou si elle a seulement cessé¢ de se multiplier [12]. Ici la détermination de la
CMI s’est effectuée a partir de la mesure de la turbidité induite par la croissance des germes
¢tudiés. La CMI correspondra donc a la plus petite concentration pour laquelle il y a absence
de turbidité. La turbidité de chaque puits est appréciée de 1’ceil nu a la lumiére du jour.

Afin d'évaluer la concentration minimale inhibitrice, les plaques de TSA contenant différentes

concentrations de chaque extrait sélectionné ont été préparées avec la procédure suivante :

Des volumes croissants de cet extrait ont été ajoutés aux flacons contenant du milieu stérile
TSA a 55 °C pour atteindre des concentrations finales allant de 0,06 a 4 mg/ml et on mélange
doucement jusqu'a homogénéisation.

Les mélanges ont ensuite été versé dans des boites de Pétri stériles et laissé se solidifier. 50
uL de la dilution 10* d'une culture bactérienne d'une nuit ont été étalées sur chaque plaque
et et incubés pendant 24 heures. La croissance bactérienne a été évaluée par I'observation des
colonies. La concentration minimale d'extrait a laquelle aucune colonie n'a été observée apres

24 heures a était la CML

» 5. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) correspond a la plus faible concentration d'un
agent antibactérien capable de tuer une bactérie particuliere (plus de 99,9 % de I’incolum
bactérien initial. (La concentration de 1’antimicrobien qui laisse au plus 0,01 % de germes
survivants de la suspension de départ en 24 heures). Elle définit 1’effet bactéricide d’un
¢chantillon donné. Les concentration minimale bactéricide (CMBs) ont été déterminées
comme suit:

Les puits d'une microplaque a 96 puits multiples ont été remplis d'une quantité totale de 100
mL de milieu TSB et des dilutions en série de l'extrait, ce qui conduit a une diminution des
concentrations de 100 mg/mL a 0,195 mg/ml. Ensuite, chaque puits a ét¢ ensemencé avec 30
pL d'une culture bactérienne pendant une nuit et incubé pendant 24 heures. Ensuite, 50 uL de
chaque puits ont été étalées sur des plaques de TSA et incubées a nouveau pendant 24 heures.

La croissance des bactéries sur des plaques de TSA a été évaluée au moyen de l'observation
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des colonies. Les concentrations bactéricides sont celles présentes dans les puits, ce qui

conduit a aucune croissance bactérienne apres incubation sur des plaques de TSA

V.2.2. Résultats et discussion

V.2.2.1. Teneur phénolique totale des extraits de C. oxyacantha.L. (ESL)

La teneur phénolique totale des extraits de fruits et de feuilles de C. oxyacantha obtenus par

I’extraction solide-liquide (ESL) (Figure 43) est donnée dans le Tableau 63. (Méthode 1)

40
35

Concentraction gallic

o BFE & 3 &% 8

I =

Ex-AL Ex-BL Ex-AF Ex-BF

Figure 43: Concentrations des composés polyphénols trouvés dans les extraits étudiés de C.
oxyacantha.LL : Ex-AL : Extrait AcOEt (Feuilles), Ex-BL : Extrait n-Butanol (Feuilles), Ex-
AF : Extrait AcOEt (Fruits), Ex-BF : Extrait n- Butanol (Fruits).

Tableau 63: Teneur phénolique totale (PT) et activité antioxydante (AA) des extraits de
C. oxyacantha.L obtenus par ESL (moyenne =+ écart-type, n = 3).

Matériel R Solvan.t Concentration PT PT AA Inhibition
L d’extraction _ mg Mg EAG/g o
végétal (mg/lI=ppm) EAG/ dw m M ETR (%)
Acétate 345,36
d*éthyle 50 023 34,633+0,12 | 0,249+0,27 17,99
Feuilles n-Butanol 50 fg?g 1,469 + 0,30 | 0,154+0,42 | 8,31
Chloroforme 400 / / 0,215+0,35 14,16
Acétate 179,16
d"éthyle 50 034 16,702+0,25 | 0,183+0,23 11,22
Fruits n-Butanol 50 681’3165 * 3,292+0,31 | 0,098+0,17 2,61
Chloroforme 400 / / 0,216+0,19 14,27
polyphénols | ghicatéchine 50 / / 0,530 38,29
standards
commerciaux ;
urs Acid 80 / / 0,209 15,10
p gallique
(Références)
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Ainsi, les résultats obtenus de la méthode 2 montrent la richesse des extraits de
Crataegus oxyacantha (Feuilles) en polyphénols et en flavonoides dont les teneurs représentés

sur le Tableau 64 :

Tableau 64: Dosage des composés phénoliques et flavonoides totaux

Matériel Extrait Composés phénoliques Flavonoides totaux
végétal pg (EAG) / mg| pg(EQ/mg extrait
Acétate d’éthyle 577+56,58 375,49+29,03
Feuilles
n-Butanol 278+29,14 54,87+1,94

Dans la présente étude, le dosage des composés phénoliques et des flavonoides totaux
montre la richesse des deux extraits de C. oxyacantha en polyphénols et en flavonoides.
Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante a ’autre,

cela peut étre attribué a plusieurs facteurs :

» Facteurs climatiques et environnementaux: la zone géographique, sécheresse, sol,
agressions et maladies, etc.

» Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la
plante

» La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer

I’estimation de la teneur des phénols totaux [9].

Les extraits d'acétate d'éthyle ont le taux le plus ¢élevé de phénols totaux (de 179,16 + 0,34 mg
EAG /L pour l'extrait de fruit a 345,60 + 0,23 mg EAG/I pour 1'extrait de feuilles); cependant
ces substances étaient Iégerement représentées dans le n-Butanol, de 68,36 + 1,15 EAG mg/l a
160,30 £ 0,50 EAG mg/l. L'extrait AcOEt de feuilles a montré la teneur la plus élevée en
composés phénoliques, plus de deux fois de la teneur trouvée dans I’extrait n-BuOH des
feuilles. Des problémes techniques ont empéché la mesure des polyphénols totaux dans les

extraits de chloroforme.

En ce qui concerne l'évaluation des différentes parties de la plante comme source de
polyphénols bioactifs, les résultats montrent que la teneur en polyphénols totaux dans les
extraits étudiés dépend du solvant, et ainsi les extraits AcOEt des feuilles et des fruits
conduisent a des teneurs phénoliques plus élevées (34,633 et 16,702 mg EAG.gdw’!,
respectivement) que les deux extraits de n-Butanol (1,469 et 3,292 mg EAG.gdw’,

respectivement) en termes de poids sec. Notamment, la teneur totale en composés phénoliques
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dans les extraits de fruits est d'environ la moitié¢ de la teneur en PT dans les feuilles lors de
l'utilisation d'AcOEt, mais la tendance est inverse lorsque I'on utilise le n-Butanol; Cependant,
avec ce solvant, les deux valeurs sont faibles.

Certaines ¢tudes suggerent que le contenu polyphénolique des fruits des plantes est influencé
par le génotype, les conditions de I'habitat et la maturité des fruits. D'autres facteurs, tels que
l'altitude, la lumicre, la température et la teneur en matiéres nutritives dans le sol, peuvent
¢galement influencer le métabolisme des phénylpropanoides [13]. Mais, dans le cas des fruits

de C. oxyacantha, la variation entre les especes et les cultivars est trés remarquable.

Ainsi, dans la revue trés complete de Edwards et al. (2012) [14] sur la chimie du genre
Crataegus, 1l est souligné que la concentration en phénol total est mesurée de fagon routinicre
dans la littérature, en rapportant les valeurs suivantes par (mg.g™'); dans les fruits: C. azarolus
var.aronia (5-6,5); C. azarolus var.azarolus (7,8-8,1); C. germermanica (3,5-5,6); C.
monogyna (9,1-57,1); C. pentagyna (92,1); C. pinnatifida (19,4-249, cette valeur élevée pour
la var. Majeur) dans les feuilles: C. cuneata (37-62); C. pinnatifida var. majeure (11-23) et C.
scabrifolia (7-8,7).

Comme on peut le voir, la variabilit¢ des données est vraiment grande; bien que la
comparaison ne puisse pas étre simple car les valeurs de PT sont trés influencées par la
technique d'extraction, la nature et la polarité des solvants d'extraction. D'autres études ont
¢valué la teneur en PT dans des cultures de cellules a partir de bourgeons floraux et d'extraits
de cals de C. monogyna [14-18] et C. sinaica [19], représentant une source alternative pour la
production d'antioxydants naturels; a titre d'exemple, la production de composés phénoliques
peut atteindre 47,4 mg.g dw™! aprés environ un mois de culture.

En ce qui concerne C. oxyacantha, qui n'a pas été considéré dans la revue précédente, dans
notre étude la teneur la plus élevée en phénols totaux trouvés était de 34,63 mg EAG/g dw’!
dans les feuilles, beaucoup plus élevé que les 4,60 mg.g! obtenus dans les méme espéces dans
la région d'Oum el Alou de Tlemcen (Sud algérien); mais comparable a la valeur de 34,82
mg/g obtenue dans les feuilles de C. monogyna Jacq. du Mont Tessala (ouest de 1'Algérie)
[20]. 11 est important de souligner qu'il y a peu d'études sur les feuilles du genre Crataegus en
général; et il n'y a pas d'études antérieures sur les feuilles de C. oxycantha, en particulier. De
plus, la teneur moyenne en phénols totaux condensés dans le péricarpe du fruit de C.
monogyna (Mont de Tessala, ouest algérien) et de C. monogyna de la région de Batna (est
algérien), est estimée a 16,62 mg/g et 21,72 mg/g, respectivement [20]. Ces valeurs sont

également proches de celles obtenues dans la présente étude, 16,702 mg EAG /g dw!, a partir
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de fruits de C. oxyacantha.LL de Mila (Est Algérien). Néanmoins, Tadicet al. (2008) [21] ont

trouvé des valeurs plus élevées, 35,4 + 2,48 mg EAG/g dw’!, en étudiant l'extrait de baies
d'aubépine d'un mélange (1:1) des espéces C. monogyna et C. oxyacantha, tel que défini par la

pharmacopée européenne pour le traitement de divers problémes de santé.

V.2.2.2. Activité scavenger du radical DPPH

» 1. Activité scavenger du radical DPPH des prpoduits purs WO1, W02, WO3,

WOS5S

Les radicaux libres DPPH sont principalement utilisés dans les tests antioxydants pour la
détermination de l'activité des métabolites naturels présents dans les extraits car ils peuvent
transmettre I'atome d'hydrogéne labile aux radicaux libres. Ceci représente le mécanisme le
plus simple et le plus courant de protection antioxydante.
Les activités de piégeage des radicaux DPPH des produits purs WO1, WO2, WO3, WOS5 de
I’extrait AcOEt de C. oxyacantha (feuilles) sont également montrées dans le Tableau 65
(Figure 44). Les activités antioxydantes (AA) de ces produits, sont variées entre 0,079 et
0,538 mM d'équivalents Trolox (ETR). Ainsi, l'activité de piégeage radicalaire de ces derniers
est trés bonne pour les trois produits WO2 (0,538 mM ETR), WOS5 (0,401 mM ETR) et WO3
(0,352 mM ETR) ou I’activité antioxydante du produit WO?2 est la plus ¢élevée que celle des
autres produits, ce qui montre que les composés WO2 (Quercétine-3-glucoside) et WOS5
(Epicatéchine) qui sont responsables de l'activité de piégeage des radicaux libres de cette

espece.

0,600

AA (Equiv. mM Trolox

0,500

mWO01

0,400
mWO02
0,300 = W03
0,200 B WO05
mEP
0,100
I
0,000 -1 T T T T T
wo1 wo02 wo3 WO5 EP Ga

Figure 44: Activité antioxydante du DPPH Radical scavenger (mM.ETR)
des produits WO1, WO2, WO3, et WOS5.
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Tableau 65: Activité antioxydante (AA) des produits de C. oxyacantha.L (etxrait AcOEt
feuilles), ETR: équivalents de Trolox)

Concentration | Absorbtion/ AA Inhibition
Produits
(mg/1 = ppm) 515 nm mM ETR (%)
WOI1 (Naringénine-7-B-O- 0,907 0,079
) 50 5,708
glucoside)
WO2 (Quercétine-3-glucoside) 50 0,484 0,538 38,87
WO3 (Quercétine) 50 0,648 0,352 25,43
WOS5 (Epicatéchine) 50 0,604 0,401 28,97
polyphénols standards commerciaux purs (références)
Epicatéchine 50 / 0,530 38,29
Acide gallique 80 / 0,209 15,10

» 2. Activité scavenger du radical DPPH des extraits (ESL)
Les activités de piégeage des radicaux DPPH des extraits de CHCl3, AcOEt et n-Butanol des
fruits et des feuilles de C. oxyacantha (Figure 46) sont également montrées dans le (Tableau
63). La capacité réductrice de différentes parties de C. oxyacantha, mesurée comme activité
antioxydante (AA) des extraits obtenus, ont varié¢ entre 0,098 et 0,249 mM ETR. L'activité de
piégeage radicalaire de I'extrait AcOEt de feuilles (0,249 mM ETR) est plus élevée que celle
de l'extrait n-Butanol de feuilles (0,154 mM ETR); apres les deux extraits de fruits (0,183 et
0,098 mM ETR, respectivement). Les activités de piégeage des radicaux DPPH ont également
¢té déterminées pour les extraits de CHCI3, étant équivalents pour les feuilles et les fruits
(0,215 et 0,216 mM ETR, respectivement); ces valeurs sont plus proches de celles obtenues
pour les extraits AcOEt que pour les extraits de n-Butanol. Dans tous les cas I'AA était plus

¢levé pour les feuilles que pour les extraits de fruits.

Le Tableau 65 montre également les valeurs de pourcentage d'inhibition. Le pourcentage
d'inhibition dépend de la concentration et, par conséquent, la concentration des extraits doit
étre connue. Les concentrations ont ¢ét¢ maintenues a 50 ppm afin d'avoir des réponses
comparables; Bien que pour les extraits de chloroforme, on ait utilisé une concentration de
400 ppm, le pourcentage d'AA et le pourcentage d'inhibition sont donc nettement inférieurs a
ceux des autres extraits. Comme prévu, les pourcentages d'inhibition pour les extraits d'AcOEt
¢taient plus €levés que ceux pour les extraits de n-Butanol a la fois pour les fruits et les

feuilles, en ligne avec la teneur en polyphénols plus élevée.
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Dans tous les cas, l'activité antioxydante a été trouvée fortement corrélée avec la composition

phénolique [22]. Les constituants des fruits qui sont responsables de 1'activité de piégeage des
radicaux libres sont, entre autres, 'épicatéchine, I'hyperoside et 1'acide chlorogénique, et ces

composés sont considérés comme les meilleurs antilipoperoxydants [23].

Néanmoins, le potentiel des radicaux libres de scavenger est directement li¢ a la
structure moléculaire de chaque composé phénolique mais pas nécessairement a sa
concentration individuelle; c'est-a-dire que, dans certains cas, des extraits ayant une faible
teneur en PT se présentent avec une activité antioxydante élevée en vertu du profil

polyphénolique individuel.

Référence Trolox pour AA

0900 0,9211x - 0,0667
y =Y, X - P
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Figure 45: Courbe étalon de Trolox (référence pour l'activité antioxydante)
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Figure 46: Activité¢ antioxydante du Radical scavenger DPPH, mM ETR (Ex-CL: extrait de
CHCI; de feuilles, Ex-AL: extrait AcOEt de feuilles, Ex-BL: extrait n-Butanol de feuilles, Ex-
CF: extrait de CHCls de fruits, Ex-AF: extrait de AcOEt de fruits, Ex-BF : Extrait n-Butanol
de fruits, EP: Epicatéchine, Ga: Acide gallique).
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A partir des valeurs obtenues de la méthode 2 (Tableau 66), nous avons calculé les
pourcentages d’inhibition en utilisant la formule citée plus haut. Les valeurs obtenues ont
permis de tracer les courbes représentées sur la Figure 47 qui montrent la variation du
pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations des extraits (AcOEt et n-Butanol

(feuilles)). Nous avons déterminé graphiquement la concentration correspondant a 50 %

d’inhibition (ICso).

120 - —¢ Extrait Acétate d’éthyle == Extrait n-butanol Vitamine C

100 -
80 -

60 -

20 -

Inhibition du radical DPPH (%)

0" T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30
Concentration (ng/ml)

Figure 47: Pourcentage de I’activité antiradicalairedes extraits n-butanol et acétate d’éthyle
des feuilles de C. oxyacantha vis-a-vis du radical libre DPPH, classés selon 1’ordre
décroissant suivant (25 pg/mL) : vitamine C (96,00 %) >acétate d’éthyle (90,97%)>n-butanol
(81,94 %).

En comparant les ICso des extraits testé (Tableau 66) par rapport a celle de la vitamine C,
nous remarquons que 1’activité antiradicalaire des extraits est inférieure a la capacité¢ du
piégeage du radical DPPH® de la substance de référence (5+0,10 pg/mL). Il est évident que
I’activit¢ de 1’extrait n-Butanol est attribuable a sa richesse en composés phénoliques

(polyphénols et flavonoides).

Tableau 66: Valeurs des ICso (DPPH et LPO) des extraits AcOEt et n-Butanol de
C. oxyacantha (feuilles)

DPPH LPO
Matériel végétal Extrait (ICs0) pg/mL (ICs0) pg/mL
Feuilles Acétate d’éthyle 9,87+0,20 230,28+7,38
n-Butanol 15,48+0,13 254,07+6,07
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V.2.2.3. Evaluation in vitro de la peroxydation lipidique

Dans cette étude, nous avons également évalué I’inhibition de la peroxydation lipidique des
extraits AcOEt, n-Butanol et de la vitamine C.

La lecture de la Figure 48, montre que I’effet inhibiteur de la peroxydation lipidique des
extraits de C. oxyacantha et de la vitamine C est dose dépendante. En comparant les ICso des
extraits testé (Tableau 66) par rapport a celle de la vitamine C, nous remarquons que ’activité
inhibitrice de la peroxydation lipidique des extraits est inférieure a la capacité de la vitamine

C (20£ 1,40 pg/mL).

== Extrait Acétate d’éthyle == Extrait n-butanol Vitamine C
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Figure 48 : Inhibition de la peroxydation lipidique par les extraits n-Butanol et acétate

d’éthyle des feuilles de C. oxyacantha et la vitamine C.

Nos résultats ont montré que I’inhibition de la peroxydation lipidique exercée par les extraits
de C. oxyacantha est démontrée par la diminution de la concentration des radicaux libres
produits par le FeSO4. Ces résultats expliquent les propriétés antioxydantes des composés

phénoliques reportées dans plusieurs travaux [24].

V.2.3. Résultats de ’approche MSPD

Afin de compléter la caractérisation des polyphénols de C. oxyacantha, une nouvelle
approche d'extraction basée sur la dispersion en phase solide matricielle (MSPD) a été
appliquée. Les solvants choisis étaient I'éthanol, 1'eau et un mélange hydroéthanolique (1:1).
Bien que cette sélection de solvants ne permette pas la comparaison directe entre les deux
approches d'extraction, il est utile de compléter la gamme de polarités des milieux d'extraction

et, par conséquent, d'approfondir la caractérisation des phytoconstituants de la plante cible.
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De plus, l'eau et I'¢thanol sont utilisés dans la fabrication de différentes préparations

pharmaceutiques a partir de fruits d'aubépine [25].

V.2.3.1. Teneur phénolique totale

La teneur totale en composés phénoliques des extraits de fruits et de feuilles de C. oxyacantha
obtenus par MSPD est donnée dans le (Tableau 67) et se situe entre 5,70 mg EAG.gdw™!' pour
’extrait aqueux des feuilles et 14,69 mg EAG.gdw™' pour I’extrait hydroéthanolique fruit;
bien que les différences entre les parties des plantes soient plus 1égeres que dans les extraits
de I’ESL. Une corrélation directe entre la nature de la mati¢re premiére et le solvant utilisé n'a
pas pu étre établie, ce qui montre que l'extraction des polyphénols est fortement influencée
par la relation entre la polarité des analytes et les solvants et la matrice elle-méme. L'eau va
extraire les composés phénoliques les plus polaires, tandis que 1'éthanol pur les moins polaires
en termes relatifs; le mélange hydroéthanolique va mieux extraire un mélange d'entre eux.
Kostic et al. [22] ont également exploré la teneur en composés phénoliques de l'alcool, de
I'hydroalcool et des extraits aqueux de fruits pleinement mirs de C. oxyacantha, collectés
dans une région de Serbie exempte d'influences négatives sur l'environnement.

L'extraction a été effectuée dans un bain a ultrasons pendant 15 minutes trois fois de suite
avec respectivement 30, 25 et 20 ml de solvant; et confectionné pour marquer avec le méme
solvant dans un ballon de 100 ml. Les résultats obtenus étaient de 2,12; 19,32 et 24,89 mg de
EAG.g dw™! pour les extraits d'éthanol, d'éthanol/eau (1:1) et d'eau, respectivement; montrant
une dépendance nette des valeurs obtenues seulement avec le solvant d'élution mais aussi
avec la technique d'extraction.

Tahirovi¢ et Basi¢ (2014) [26]. ont étudié la teneur en composés bioactifs dans différents
extraits de fruits frais de C. monogyna. La procédure d'extraction a été réalisée dans un bain a
ultrasons (25 ml de chaque solvant x 30 min x 2). Les résultats obtenus pour les composés
phénoliques totaux sont plus faibles (de 2,010 mg EAG.g dw! a 3,962 mg EAG.g dw™') mais
mieux en accord avec ceux obtenus avec l'approche MSPD: les teneurs les plus élevées en PT

¢thanol/eau (1:1).

Selon certains chercheurs, les solutions alcool/eau ont montré une meilleure influence sur
l'extractibilité des composés phénoliques par rapport aux solvants mono-composants. En
outre, bien que les méthodes d'extraction proposées par les auteurs susmentionnés (Kostic et
al., 2012 [22]; Tahirovi¢ & Basi¢ 2014 [26]) soient plus courtes et plus écologiques que les
approches classiques, la MSPD va encore plus loin: économie de solvant (10 ml vs 50 m1/100

ml)) temps (15 min vs 60 min/45 min) et énergie (pas de consommation en MSPD car
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I'extraction a lieu dans des conditions normales de laboratoire (25 °C,

atmosphérique) sans apport d'énergie supplémentaire.

pression

Tableau 67: Résumé des résultats de caractérisation des extraits de C. oxyacantha L. (feuilles

et fruits) obtenus par MSPD: Teneur totale en composés phénoliques (PT) et activité

antioxydante (AA) (moyenne =+ écart-type, n = 3).

Matériel végétal Fruits Feuilles
Solvants d’extraction | EtOH | EtOH/H,0O H,O EtOH EtOH/H,O H,0
(1:1) (1:1)
PT (mg EAG/L) 246,35 | 399,58+ | 290,19+ | 598,77+ | 528,05+ | 509,43 +
+0,95 1,93 0,99 1,87 1,12 1,97
PT (mg EAG/gdw) | 8,97+ 14,69 + 11,26 + 6,94 + 5,90 + 5,70 +
0,55 1,62 0,91 0,07 1,12 0,78
AA (mM ETR) 0,113 0,162 + 1,012 £ 0,160 = 0,203 + 0,932 +
+ 0,02 0,06 0,18 0,07 0,08 0,13
Inhibition (%) 4,05 9,02 94,82 8,83 13,22 86,67
V.2.3.2. Activité scavenger du radical DPPH
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Figure 49: Activit¢ antioxydante du DPPH Radical scavenger Equivalent .mM Trolox.
(Etraits MSPD; Ex : Extraits, L : Feuilles, F : Fruits, EP: Epicatéchine, Ga: Acide gallique).
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Le Tableau 67 résume les activités de piégeage des radicaux DPPH des extraits de MSPD;
avec des valeurs allant de 0,160 a 0,932 mM ETR dans les feuilles, et de 0,13 a 1,012 mM
ETR dans les fruits. L'activité de piégeage radicalaire dans les extraits contenant de 1'eau, a la
fois des feuilles et des fruits, était plus élevée que pour les extraits d'éthanol absolus,
suggérant que l'utilisation d'eau dans le mélange d'extraction est essentielle a la capacité
antioxydante des extraits végétaux. Indépendamment de la valeur de la teneur totale en
polyphénols, l'eau est capable d'extraire des polyphénols ayant un potentiel antioxydant

supérieur a ceux extraits avec un solvant organique pur.

Fréquemment, l'activité antioxydante est fortement corrélée avec la composition phénolique
comme indiqué ci-dessus. Néanmoins, le potentiel des radicaux libres de scavenger est
directement li¢é a la structure moléculaire de chaque composé phénolique mais pas
nécessairement a sa concentration individuelle; c'est-a-dire que, dans certains cas, des extraits
ayant une faible teneur en PT se présentent avec une activité antioxydante élevée en vertu du
profil polyphénolique individuel. Ce fait explique pourquoi les extraits de feuilles et de fruits
obtenus avec de 1'é¢thanol absolu ont montré un pouvoir antioxydant inférieur a ceux extraits

par l'eau ou le mélange hydroéthanolique, et non corrélés avec les teneurs en PT.

Pour soutenir cette idée, des solutions de standards polyphénoliques purs ont été préparées:
Epicatéchine (50 ppm) et Acide gallique (80 ppm) et leur AA ont été mesurés dans les mémes
conditions expérimentales que les extraits, donnant respectivement des valeurs de 0,530 et
0,209 mM ETR. Ainsi, il est clair que I'AA pour 1'épicatéchine est beaucoup plus élevé que
pour l'acide gallique, et on peut estimer qu'une solution d'environ 200 ppm d'acide gallique (4

fois plus concentrée) est nécessaire pour atteindre le potentiel antioxydant de 1'épicatéchine

(50 ppm).

En termes de pourcentage d'inhibition (valeurs €¢galement indiquées dans le Tableau 67), le
potentiel des extraits d'eau pure est trés remarquable, avec des valeurs extrémement ¢€levées;
suivi de loin par les extraits hydroéthanoliques et éthanoliques absolus, avec les valeurs les
plus basses pour ces derniers. Comme indiqué, il n'y a pas de corrélation directe entre le
pourcentage d'inhibition et la teneur totale en polyphénols, suggérant que certains des

polyphénols extraits dans I'eau pure ont une importante activité de piégeage des radicaux.
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V.2.3.3. Comparaison entre les résultats des deux méthodes d’extraction (ESL, MSPD)
V.2.3.3.1. Teneur phénolique totale des extraits de C. oxyacantha

e Comparaison entre ’acétate d'éthyle et le n-Butanol en tant que solvants
d'extraction

Les extraits d'acétate d'éthyle ont le taux le plus élevé de phénols totaux (de 179,16 + 0,34

mg/l pour l'extrait de fruits a 345,60 + 0,23 mg/l pour les extraits de feuilles), mais ces

substances étaient légerement avec le n-Butanol, (de 68,36 £ 1,15 EAG mg/l a 160,30 + 0,50

EAG mg/l). L’extrait d'acétate d'éthyle (feuilles) a montré la plus haute teneur en composés

phénolique.

e Comparaison de plantes entiéres et de différentes parties comme sources de
polyphénols bioactifs

Les résultats montrent que la teneur en phénols totaux dans les extraits étudiés des feuilles
était ¢levée, allant de 160,30 EAG mg/l pour l'extrait de n-Butanol a 345,36 EAG mg/] pour
l'extrait d'acétate d'éthyle.
Les résultats montrent ¢galement que la teneur en phénols totaux dans les extraits de fruits
¢tait inférieure par port a la teneur en phénols totaux dans les extraits de feuilles, tel que de
68,36 EAG mg/l pour I'extrait de fruit de n-Butanol a 179,16 EAG mg/l de 1'extrait d'acétate
d'éthyle (fruit).

e Comparaison de 1'éthanol, de 1'éthanol/eau et de l'eau comme solvants
d'extraction (méthode MSPD)
Les résultats montrent que la teneur en phénols totaux dans l'extrait eau était supérieure a la

teneur en phénols totaux obtenue dans les deux extrait ethanol/eau et ethanol 100%.

e Comparaison entre la teneur en phénols totaux obtenus par ESL et la teneur en
phénols totaux obtenus par extraction MSPD
Les résultats montrent que la teneur en phénols totaux dans I'extraction MSPD était supérieure

a la teneur en phénols totaux obtenue par extraction ESL. (Figure 50)
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Figure 50: Comparaison des polyphénols des extraits de C. oxyacantha par ESL et
polyphénols extraits par MSPD ; (Ex : Extraits, Ac: AcOEt, nBut: n-Butanol, L: feuille, F :
Fruit, 1: Ethanol 100%, 2 : Ethanol/eau (50/50%, 3 : Eau 100%). Concentration EAG mg
AG/L.

V.2.3.3.2. Activité de balayage des radicaux DPPH
e Comparaison entre l'activité de piégeage des radicaux DPPH des extraits de
chloroforme, d'acétate d'éthyle et de n-Butanol
L'activité¢ de piégeage des radicaux DPPH des extraits de feuilles de chloroforme était trés
similaire a I'extrait de chloroforme des fruits.
L'activité de piégeage des radicaux libres dans les deux extraits d'acétate d'éthyle de fruits et

de feuilles était plus ¢levée que celle des extraits de n-Butanol et de chloroforme.

e Comparaison entre l'activité de piégeage des radicaux DPPH des extraits de
feuilles et des extraits de fruits
L'activité de piégeage des radicaux DPPH des extraits de feuilles était [égerement supérieure a
celle des extraits de fruits.
e Comparaison entre 1'éthanol, 1'éthanol/eau et 1'eau comme solvants d'extraction
(méthode MSPD)
L'activité de piégeage des radicaux dans les extraits d'éthanol et d'éthanol /eau des fruits et des
feuilles était plus ¢élevée que celle de I'eau.
L'activité¢ de piégeage des radicaux DPPH des extraits de feuilles était trés similaire a celle

des extraits de fruits.
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e Comparaison de I'activité antioxydante des extraits obtenus par ESL et activité

antioxydante des extraits obtenus par extraction MSPD

Les résultats montrent que l'activité de piégeage des radicaux DPPH dans les extraits de
MSPD ¢était supérieure a l'activité de piégeage des radicaux DPPH qui a été obtenue par
extraction ESL.

Les extraits d'extraction MSPD ont le taux le plus ¢levé d'activité de piégeage des radicaux
DPPH (de 0,114 a 0,508 mM ETR) pour l'extrait de feuilles et (de 0,07 a 0,533 mM ETR)
pour les extraits de fruits, cependant l'activité antioxydante était 1égérement dans les extraits
d'ESL, allant de 0,154 4 0,215 mM ETR pour I'extrait de feuilles et (de 0,0980 a 0,216 t mM
ETR) pour les extraits de fruits.

Il a été rapporté que les extraits de fruits de C. oxyacantha présentaient une forte activité¢ de

piégeage contre les radicaux DPPH, allant de 60,6 a 89,9 % [18].

V.2.4. L’activité anti microbienne

V.2.4.1. Zone d’inhibition

Le potentiel antibactérien des extraits a été évalué en termes de zone d'inhibition de la
croissance bactérienne.

Les résultats de I’activité antimicrobienne (zone d’inhibition) des extraits de fruits et feuilles
de C. oxyacantha L contre S. aureus et E. coli sont représentés dans le (Tableau 68).

Les résultats de cette étude montrent que les extraits développent une activité assez bonne
contre la souche a Gram positif mais aucun pouvoir inhibiteur n'a été observé contre la

souche de Gram négatif. (Figure 51)

e

Figure 51: Zone d'inhibition des extraits de C. oxyacantha: (1): extrait n-Butanol (feuilles),
(2): extrait AcOEt (feuilles), (3): extrait CHCI3 (feuilles), (4): extrait n-Butanol (fruits), (5):
extrait AcOEt (fruits), (6): extrait CHCIz (fruits), (B): Blanc (H-O/DMSO).
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Tableau 68: présence (+) ou absence (-) de zone d'inhibition avec des extraits de C.
oxyacantha (Feuilles et Fruits)

Zone d'inhibition (Puissance antimicrobienne)
Microorganisim
Extraits S. aureus E. coli

n- Butanol (1)
AcOEt (2) Feuilles
CHCI; (3)

n- Butanol (4)
AcOEt (5) Fruits
CHCI; (6)

Blanc H,O/DMSO

FlH ||+ ]+
1

V.2.4.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMIs)

Les valeurs de la concentration minimale d'inhibition (CMI) des extraits de C. oxyacantha
ont été¢ présentés dans le (Tableau 69), Figure 52 (I’extrait n-Butanol (feuilles)); Figure
53(I’extrait n-Butanol (fruits)) et Figure 54 (I’extrait AcOEt (fruits)).

ik y - |

Figure 52: Valeurs de CMI de I’extrait n-Butanol (feuilles) de C. oxyacantha (mg/mL)
p: Blanc ; 1: 0,25% ; 2: 0,5% ; 3:0,75%.

Figure 53: Valeurs de CMI de I’extrait
n-Butanol  (fruits) de C. oxyacanthas
(mg/ml) B:Blanc (H2O/DMSO), 3:0,06 %,
4:0,125 %.

Figure 54: Valeurs de CMI de [’extrait
AcOEt (fruits) de C. oxyacantha. (mg/ml)
B:Blanc (HO/DMSO); 4:1 % ; 5:1,25 %
6:1,5% ;7 :1,75 %.
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Tableau 69: La croissance de S. aureus en présence de différentes concentrations des extraits:

n- Butanol (feuilles) (A), n-Butanol (fruits) (B) et AcOEt (fruits) (C).

Concentration Extraits

mg/ml (A) (B) ©
0,06 ++ + ++
0,125 ++ - ++
0,25 ++ - ++
0,5 + - ++
0,75 - - ++
1 - - ++
1,25 - - ++

1,5 - - T

1,75 - - -

2 - - -

2,5 - - -

3 - - -

4 - - -

++ représente la taille normale de la colonie, + petite taille de la colonie, - pas de croissance.

Tous les extraits ont été préalablement séché et dissous dans 50 : 50 ; H2O : DMSO.

(Nous n’avons pas testé la CMI des extraits AcOEt, CHCl; de feuilles et les extraits CHCls,

Ether de pétrole (fruits) parce que on a pas eu les quantités suffiantes.

V.2.4.3. Détermination des concentrations minimales bactéricide (CMBs)

Les valeurs de la concentration minimale bactéricide (CMB) des extraits de C. oxyacantha

ont été présentées dans le Tableau 70.
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Blanc (H,O/DAMSCO @ 1/1)

Microplague a 96 puits

(A Ex. n-BuOH [(Clo, Fellp
(B Ex. w-BuOH ({C .o, Fr)} — ™

(C)- Ex. AcOEz (C.o, Fe) —»
(D0: Ex. re-BuOH (Clz, Fe) —» §
(E): Ex. AcOE# (€4, Fe) —» [

(F): Ex. CHCL (C.o, Fe)

Figure 55: Determination des valeurs de CMB des extraits ; (A): n-Butanol (C.o feuilles),
(B): n-Butanol (C.o fruits), (C): AcOEt (C.o fruits), (E): AcOEt (C.¢), (F): CHCl; (C.o
feuilles) de C. oxyacantha (mg/ml), (G): Blanc (HO/DMSO).

Tableau 70: Valeurs de concentrations minimale bactéricide (MBCs) (mg/mL) des extraits
de C. oxyacantha fruits et feuilles contre S. aureus (test de microdilution). (A): n-Butanol
(C.o feuilles), (B):n-Butanol (C.o fruits), (C):AcOEt (C.o fruits), (F):CHCI3 (C.o feuilles) de
C.oxyacantha (mg/ml), (G):Blanc (H2O/DMSO).

Concentration Extraits
mg/ml (A) B) © | {® G)
6,25 ++ ++ ++ ++ ++
12,5 ++ + ++ ++ ++
25 ++ - ++ + ++
50 ++ - + i T+
100 ++ - - - ++

++ représente la taille normale de la colonie, + petite taille de la colonie, - pas de croissance.
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V.2.4.4. Discussion

Les résultats de cette ¢tude montrent que tous les extraits C. oxyacantha Linn. présentaient
une sorte d'activité¢ antibactérienne contre les bactéries Gramme-positifs et aucun pouvoir
inhibiteur contre les souches Gramme-négatifs, Ce qui indique que la souche Gram-(+) est
plus sensible que celle des bactéries Gram-(-). Cette observation peut étre attribuée a des
différences dans la structure de la paroi cellulaire des bactéries.

Les résultats montrent aussi que le solvant d'extraction joue un role important dans le
comportement anti-bactérien des extraits de C. oxyacantha, tel que notre expérience a révélé
que I’extrait n- Butanol des fruits et des feuilles ont été les extraits les plus actifs. Cependant,
I’extrait n- Butanol de fruits a montré la plus forte activité avec une valeur de CMI entre
0,06-0,125 mg/ml et une valeur de CMB entre 12,5-25 mg/ml contre S. aureus.

Comme prévu, le témoin H>O : DMSO (50:50) n'a montré aucun effet d'inhibition, donc on a
utilisé ce mélange comme un témoin négatif.

Cette observation est soutenue par plusieurs travaux dont ceux de Kostic et al (2012) [22] et
de Bahari-sahloul et al, (2014) [18].

11 existe des différences entre les résultats des études mentionnées. Les différences observées
ne sont probablement dues aux différentes méthodes et les concentrations des solutions
d'extrait testé, mais aussi, les résultats dépendent de la sensibilit¢ des souches sauvages
testées, ainsi que la composition et la quantité de composants actifs extraits de matériaux
testés proviennent de différentes régions géographiques, les conditions de croissance de
matériel végétal ainsi que les variations saisonnicres et aussi les especes de Crataegus.

Lors de cette étude, la sensibilit¢ des germes testés face aux extraits de C. oxyacantha,
pourrait justifier I'utilisation des feuilles et fruits de cette plante dans la prévention
traditionnelle de certaines infections microbiennes, si les tests cliniques montreraient faible
toxicité ou non. Et dans le traitement traditionnel des maladies microbiennes dans différentes

régions de 1’ Algérie.
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V.3. L’investigation biologique de I'extrait AcOEt de Cytisus triflorus L’Her.

V.3.1. Matériel et méthode

V.3.1.1. Dosage des composés phénoliques totaux

La teneur en composés phénoliques totaux dans I'extrait a ét¢ déterminée en utilisant le réactif

de Folin-Ciocalteus selon la méthode de Singleton et al. (1999) [6]. (Page 193)

V.3.1.2. Dosage des flavonoides totaux
Le teneur total en flavonoides a été estimé selon la méthode décrite par Wang et al. 2008 [7].

(Page 194).

V.3.1.3. Dosage de I'activité antiradicalaire DPPH

La capacité des échantillons d'essai de donneur d'hydrogéne a été examinée en présence de
radical DPPH (1,1-diphényl-2- picrylhydrazyl) en utilisant la méthode décrite par Braca et al.
(2001) [10] (Page 194).

V.3.1.4. Inhibition de la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique dans le vitellus des ceufs est évaluée par le dosage de
Malondialdéhyde (MDA) selon la méthode de Cao U et Ikeda. (2009) [11]. En milieu
acide et a chaud (PH = 2 a 3, 100 °C) une molécule de MDA est condensée avec deux
molécules de Thiobarbiturique (TBA) pour former un complexe coloré en rose (lecture a

532 nm)

V.3.2. Résultats et discussions

V.3.2.1. Dosage des composés phénoliques et flavonoides totaux

Les résultats obtenus montrent la richesse de 1’espéce C. triflorus en polyphénols et en
flavonoides dont la teneur dans 1 mg d’extrait d’acétate d’éthyle de C. triforus est : 180,33 +
12,22 ng d'équivalents d'acide gallique EAG/mg d'extrait et 16,78 + 1,54 pg d'équivalents de

quercétine/mg d’extrait respectivement.

V.3.2.2. Evaluation du pouvoir antioxydant
Les résultats figurant dans la courbe (Figure 56) illustrent les pourcentages de I’activité

antiradicalaire de l'extrait acétate d’éthyle de C. triflorus vis-a-vis du radical libre DPPH :
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Figure 56: Pourcentage de I’activité antiradicalaire de 1’extrait acétate d’éthyle de

C. triflorus du vis-a-vis du radical libre DPPH.

La capacité antiradicalaire de l'extrait acétate d’éthyle de C. triflorus de 1’acide ascorbique
(témoin positif) est dose-dépendante. Les valeurs d’ICso, calculées sur une moyenne de trois
essais, sont les suivantes:

v’ Acide ascorbique (ICso = 5+0,19 pg/ml);

v’ Extrait acétate d’éthyle (ICso =51,97+0,18 pg/ml);

v" Le pouvoir antioxydant de 'extrait vis a vis du DPPH, le plus élevé (96%) est
observé avec une dose de 250 pug/ml; pouvoir équivalent a celui qu’exerce la vitamine C

(96%) a la concentration 25 pg/ml.

L’activité antiradicalaire de ’extrait acétate d’éthyle de C. triflorus est probablement liée a

leur richesse en composés phénoliques et en flavonoides.

V.3.2.3. Evaluation in vitro de la peroxydation lipidique

La lecture de la (Figure 57) montre que I’effet inhibiteur de la peroxydation lipidique
de l'extrait est dose dépendant. Le pouvoir antioxydant de l'extrait vis a vis du LPO, le
plus €levé (55,58 %) est observé avec une dose de 500 pg/ml. L’inhibition de la peroxydation
lipidique exercée par l'extrait due a la diminution de la concentration des radicaux libres
produite par le FeSO4. Ces résultats expliquent la propriété antioxydante des composés

phénoliques démontrés dans plusieurs travaux [11].
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Figure 57: Inhibition de la peroxydation lipidique par 'extrait Acétate d’éthyle de C. triflorus

V.3.2.4. Activité scavenger du radical DPPH des produits WC3, SBWP3, et SBWP4

De plus, nous avons noté que la valeur ICso du composé WC3 est trés proche de la valeur 1Cso
de I’extrait d’EtOAc, alors que les valeurs ICso des autres produits SBWP3 et SBWP4 sont
tres élevées (> 300), ce qui montre que le compos¢ WC3 est le premier responsable de la
haute activité antioxydante de cet extrait.

Tableau 71: Valeurs ICso des activités antioxydantes de l'extrait AcOEt de C. triflorus,
composés purs et la vitamine C dans les tests DPPH et LPO. Les valeurs sont moyennes + SD

n=3).
Extrait/composés DPPH (IC(so) u)g/mL LPO (ICs0) pg/mL
Extrait AcOEt 51,97 £0,18 397,9+ 7091
Vitamine C 5+0,19 20,54 + 2,33
WC3 (Chrysine-7-0-- /
D-glucopyranoside) 52,59 £0,55
SBWP3 (Chrysine) > 300 /
SBWP4 (Diosmétine) > 300 /

V.3.2.5. L’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne a été testée sur I’extrait AcOEt de 1’espece C.triflorus.

L'effet antimicrobien de I’extrait a été testé aussi sur deux micro-organismes: staphylococcus
aureus CECT 240 et Escherichia coli CECT 4099, selon la méthode de diffusion en milieu
gélosé. L’étude de I’activité antimicrobienne a consist¢ a déterminer des parametres
antibactériens (CMI et CMB) de I’extrait AcOEt de C. triflorus. Pour sa réalisation, nous

avons utilis¢ la méthode de la macrodilution en milieu liquide.
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S.aureus E.coli
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Figure 58: Zone d'inhibition de I’extrait AcOEt de C. triflorus: (2) : extrait AcOEt, (B) :
blanc (H,O/DMSO).
Tableau 72: présence (+) ou l'absence (-) de zone d'inhibition de I’extraits AcOEt (2) de
C. trifloru.
Zone d'inhibition (Puissance antimicrobienne)
Microorganisim
Extraits S. aureus E. coli

AcOEt (2) n ;

» 2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMIs)
Les valeurs de la concentration minimale d'inhibition (CMI) de I’extrait AcOEt de C. triflorus

ont été présentées dans la Figure 59.

Figure 59: Determination de la concentration minimale d'inhibition de I’extrait AcOEt de C.
triflorus (mg/ml) B: Blanc (H2O/DMSO); 1: 0,5 mg/ml; 2: 0,75 mg/ml.

L’ensemble des résultats de la concentration minimale d'inhibition (CMI) de C. triflorus
contre S. aureus sont rassemblés dans le Tableau 73.
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Tableau 73: La croissance de S. aureus en présence de différentes concentrations de 1’extrait:

AcOEt
Extrait
CMI (mg/ml) AcOEFEt B: Blanc

0,06 ++ ++
0,125 ++ ++
0,25 ++ ++

0,5 + ++

0,75 - ++

1 - ++

++ représente la taille normale de la colonie, + petite taille de la colonie, - pas de
croissance.

» 3. Détermination des concentrations minimales bactéricide (CMBs)

Les valeurs de la concentration minimale bactéricide (CMB) de I’extrait AcOEt de C. triflorus
ont été présentées dans la (Figure 60, Tableau 74).

Figure 60: Determination des valeurs de CMB de I’extrait AcOEt de C. triflorus (mg/ml),
(E-1): 100 mg/ml, (E-2): 50 mg/ml, (G-1): Blanc (HO/DMSO).

Tableau 74: Valeurs de concentration minimale bactéricide (CMB) (mg/ml) de I’extrait
AcOEt de C. triflorus contre S. aureus (test de microdilution), (G):Blanc (H2O/DMSO).

CMB (. mg/ ml) Ex. AcOEt (E) (G):Blanc
12,5 ++ ++
25 ++ ++
50 + ++
100 - ++

» 4. Discussion
Tout d'abord, I'activité antimicrobienne des échantillons a été évaluée qualitativement par la
présence ou l'absence d'halogénures d'inhibition. L’extrait a ét¢ précédemment séché et
dissous dans HoO:DMSO (50:50); comme prévu, le solvant lui-méme n'a pas montré d'effet
d'inhibition, ce mélange a donc été utilisé comme témoin négatif. Les résultats de cette étude

montrent que I’extrait testé a des effets antibactériens contre S. aureus et n'ont aucun pouvoir
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inhibiteur sur E. coli. Ainsi, les valeures CMI et CMB de 1'extrait AcOEt contre S. aureus sont

(CMLI: 0,5-0,75 mg/ml), et CMB : 50-100 mg/ml).

En résumé, D’extrait AcOEt de C. triflorus présentait une sorte d'activité antibactérienne
contre Gram+ et aucune activité antibactérienne contre les souches Gram-; indiquant que la
bactérie de Gram+ était plus sensible que la Gram-. Cette observation peut étre attribuée a des

différences dans la structure de la paroi cellulaire bactérienne.

Des propriétés antibactériennes similaires ont été rapportées dans cette et d'autres especes
appartenant au genre Cytisus [27]. Le profil d'activité antimicrobienne de I’extrait AcOEt de
C. triflorus, indique que leur différentes classes de composés phénoliques, principalement les
flavonoides et les acides phénoliques, sont les plus susceptibles d'étre des substances actives

pour inhiber la croissance des souches de S. aureus.

V 4. Conclusion

Afin de compléter la caractérisation des polyphénols de C. oxyacantha Linn. une nouvelle
approche d'extraction basée sur la dispersion en phase solide de matrice (MSPD) a été
appliquée.

Les solvants choisis étaient 1'é¢thanol, I'eau et un mélange hydroéthanolique (1:1). Bien que
cette sélection de solvants ne permette pas la comparaison directe entre les deux approches
d'extraction, il est utile de compléter la gamme de polarités des milieux d'extraction et par
conséquent, d'approfondir la caractérisation des phytoconstituants de la plante cible.

De plus, l'eau et I'¢thanol sont utilisés dans la fabrication de différentes préparations
pharmaceutiques a base de fruits de C. oxyacantha. [20].

Les extraits de fruits et de feuilles de C. oxycantha ont un contenu exceptionnel de
polyphénols, qu'ils soient obtenus par ESL ou par MSPD, bien que le profil phénolique
particulier dépende de la technique et du solvant.

La technique MSPD s'est avérée é&tre une bonne alternative aux méthodes classiques
d'obtention d'extraits naturels, rapides et a faible consommation de temps, d’énergie et de
solvants organiques, donc respectueux de l'environnement. Bien que les deux techniques
d'extraction peuvent étre utilisées de maniere complémentaire, en fonction des objectifs
finaux du processus. Les bioactivités peuvent étre considérées aussi trés remarquables,
révélant des extraits avec des niveaux ¢€levés d'activité antioxydante. De plus, les extraits de

C. oxyacantha ont montré une forte activité antibactérienne contre les bactéries Gramme
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positif, justifiant l'utilisation des feuilles et des fruits de cette plante dans la prévention
traditionnelle de certaines infections microbiennes.

L'activité antibactérienne la plus efficace a été exprimée par l'extrait n-BuOH des fruits de
C. oxyacantha (85%), contre les bactéries a Gramme positif S. aureus avec la valeur de 0,06 a

0,125 mg/ml de CMI et de 12,5 a 25 mg/ml pour CMB.

C. oxycantha apparait donc comme une matiére premicre appropriée pour l'obtention de
composés bioactifs et la préparation de formes améliorées de thérapies efficaces a base de
composés phénoliques végétaux.

Les résultats obtenus appuient l'utilisation traditionnelle de C. oxyacantha pour soigner
les affections gastro-intestinales et ont mis en évidence son utilisation possible dans les

industries alimentaires et pharmaceutiques comme source d'antioxydants naturels. [22]

Ainsi, les résultats obtenus indiquent que 1’extrait acétate d’éthyle de 1’espece Cytisus
triflorus L’Her. constitue des pi¢ges aux radicaux libres et des antioxydants puissants. Cette
activité est liée en grande partie a la composition de I’extrait et leur richesse en composés
flavonoides.

L’extrait AcOEt de C. triflorus a présenté des propriétés bactéricides contre les bactéries S.
aureus avec la valeur de 0,5 2 0,75 mg/ml de CMI et de 50 a 100 mg/ml pour CMB.

D’apres les résultats obtenus, cet extrait concentre mieux les principes actifs. Par ailleurs, nos
résultats peuvent étre exploités pour la purification des principes actifs des deux plantes et la
préparation des formes améliorées de remedes efficaces a base de Crategus oxyacantha
Linn.et Cytisus triflorus L’Her.

Ces activités biologiques prometteuses nous ont encouragés a réaliser l'investigation
phytochimique de ces extraits afin de déterminer ses composantes chimiques en vue de

rechercher les molécules responsables de ces activités.
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Conclusion générale

L'étude phytochimique réalisée sur les parties aériennes de la plante Crataegus oxyacantha L.,
espece de I’Est algérien appartenant a la famille Rosaceae, a permis d'isoler et d'identifier par
diverses méthodes chromatographiques, 10 composés naturels. I s'agit de:
» Quercétine
Isoquercétine
Epicathéchine
Naringénine-7--O-glucosyde
Apigénine
Acide chlorogénique
Acide Caféique

Acide caftarique

vV V V V V V V V

Rutine (Quercétine-3-rutinoside)
» Orientine
Tous ces composés n'ont pas ¢€té décrits auparavant chez cette espece sauf 1’acide

chlorogénique, 1’acide Caféique et I’epicatéchine.

L'investigation phytochimique réalisée sur l'espéce Cytisus triflorus L’Her, a mené a
l'isolement de 11 composés et l'identification structurale a ce stade de notre travail, de 6
composés de type flavonoide dont 3 composés nouveaux dans le genre et 1 composé nouveau
dans I’espece. 1l s'agit de:

» 5,7-dihydroxyflavone (Chrysine)
5,7, 4'-Trihydroxy,3'-métoxy-flavone (Chryoériol): Nouveau dans le genre.
5, 4'-dihydroxy-7-méthoxyisoflavone (Prunétine) : Nouveau dans le genre
7-O-B-D-glucopyranosylchrysine

7-O-B-D-galactopyranosylchrysine: Nouveau dans le genre.

vV V V V VY

Quercétine-3-B-O-glucopyranosyl (Isoquercitrine) Nouveau dans 1’espece.

L'identification de ces composés a été réalisée grace a la spectrophotométrie UV-Visible,
l'analyse des spectres de masse haute résolution HRESI-M, RMN 1D et (‘H et '*C, DEPT) et
RMN 2D (COSY, HSQC, et HMBC), l'analyse des spectres de HPLC-DAD, et par la

comparaison avec les données de la littérature.

Enfin concernant I’étude biologique, deux activités ont été mises en évidence pour ces deux

plantes, une activité antioxydante et une anti-bactérienne.
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L’¢étude de I’activité antioxydante relevée sur les trois extraits CHCl3, AcOEt et n-Butanol de
I’espece C. oxyacantha en utilisant comme mode¢les de test : le DPPH, il a montré que les
extraits n-Butanol et EtOAc et présentent un effet antioxydant important, avec un potentiel
maximal pour I’extrait n-Butanol. Et sur une sélection de trois composés purs de Crataegus
oxyacantha ainsi, présentent un effet antioxydant important, avec un potentiel maximal pour
le produit (Quercétine-3-B-O-glucopyranosyl).

L’étude de I’activité anti-bactérienne, a été effectuée par des expériences in vitro, elle été testé
sur deux souches bactériennes selon la méthode de diffusion en milieu gélosé sur les extraits
n-Butanol, AcOEt et CHCI3 de feuilles et de fruits de I’espece Crataegus oxyacantha L., et
I’extrait AcOEt de I’espéce Cytisus triflorus L’Her.

L’étude de I’activité antimicrobienne a consisté a déterminer des paramétres antibactériens
(CMI et CMB) des extraits de C. oxyacantha. et C. triflorus. Pour sa réalisation, nous avons
utilisé la méthode de la microdilution en milieu liquide.

L'activité antibactérienne la plus efficace a été exprimée par l'extrait n-Butanol des fruits de
C. oxyacantha (85%), contre les bactéries a Gramme positif S. aureus avec la valeur de 0,06 a

0,125 mg/ml de CMI et de 12,5 a 25 mg/ml pour CMB.

Les résultats obtenus appuient l'utilisation traditionnelle de C. oxyacantha pour soigner les
affections gastro-intestinales et ont mis en évidence son utilisation possible dans les industries

alimentaires et pharmaceutiques comme source d'antioxydants naturels.

L'activité antibactérienne pour ’espéce C. triflorus a été¢ exprimée par l'extrait AcOEt contre
les bactéries a Gramme positif S. aureus avec la valeur de 0,5 2 0,75 mg/ml de CMI et de 50 a

100 mg/ml pour CMB.

Afin de compléter la caractérisation des polyphénols de C. oxyacantha, une nouvelle
approche d'extraction basée sur la dispersion en phase solide de matrice (Matrix Solid-Phase
Dispersion) (MSPD)) a été appliquée. Les extraits que nous avons obtenus de cette technique
ont montré une richesse de polyphénols et une bonne activité antioxydante. Cette technique
s'est avérée €tre une bonne alternative aux méthodes classiques d'obtention d'extraits naturels,
rapides et a faible consommation de solvants organiques, donc respectueux de
l'environnement.

Vu I’importance et la richesse en substances naturelles curatives de ces deux plantes, nous
nous proposons de développer encore dans ce travail, pour une nouvelle approche

thérapeutique de ces deux especes.
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Résumé

Les travaux présentés dans cette thése contribuent a la valorisation des deux plantes
médicinales algérienne (Crataegus oxyacantha L. (Rosaceae) et Cytisus triflorus L’Her.
(Fabaceae) en les caractérisant par une étude phytochimique, une évaluation des activités
antioxydante et antimicrobienne, et une identification structurelle de certains composés
phénoliques. Ainsi, afin d’obtenir un extrait enrichi en métabolites d’intérét, les flavonoides,
nous avons opté pour deux méthodes d’extraction, une extraction solide liquide, en utilisant
différents solvants de polarité croissantes (CHCl3, AcOEt et n-Butanol) et une deuxi¢me
extraction en utilisant la méthode dispersion en phase solide matricielle, par différents
solvants de polarité croissantes (H2O 100%, H.O/EtOH 1/1 et EtOH 100%). Cette étude a
permis d'isoler 21 composés et d’identifier 16 composés. Parmi ces 16 composés, 3 acides et
7 flavonoides (3 flavonol dont 1 glucosylé, 1 flavanone glucosylé, 1 flavanol et 2 flavones)
ont été isolés de ’espece C. oxyacantha L.

A partir de I’extrait AcOEt (Fleurs + Feuilles) de l'espece Cytisus triflorus L’Her., 6
métabolites secondaires de type flavonoides ont ¢été identifiés. Dont 3 flavones: (5,7-
dihydroxyflavone (Chrysine); 5,7,3'-Trihydroxy,4'-metoxy-flavone ; 5,4'-dihydroxy-7-
methoxyisoflavone (Prunétine)) et 3 flavonoides glucosylés : (7-0-B-D-
glucopyranosylchrysine. ; 7-0O-B-D-galactopyranosylchrysine ; Quercétine-3-pB-O-
glucopyranosyl : (Isoquercitrine). Parmi ces composés isolés, 3 nouveaux dans 1’espece.

Ces principes actifs majeurs possedent diverses activités biologiques et jouent un réle reconnu
dans le maintien d’un bon état de santé.

L'¢lucidation structurale des composés isolés a été réalisée grice a l'analyse des
chromatogrammes HPLC-DAD, des spectres UV-vis et des spectres de masse a haute
résolution (HRESI-MS), RMN 1D ('H, 13C et DEPT) et RMN 2D (COSY, HSQC et HMBC)
et par la comparaison avec les données de la littérature.

L’¢évaluation in vitro de I’activité antioxydante des différents extraits et de trois produits
isolés de C. oxyacantha, et de I’extrait AcOEt et de trois produits isolés de C. triflorus a été
réalisé par la méthode de piégeage du radical (DPPH*), ainsi les extraits de deux plantes
présentent des activités antioxydantes intéressantes, dépendantes du contenu en polyphénols
totaux et en flavonoides.

Les différents extraits étudiés ont révélé aussi une forte activité antibactérienne vis-a-vis de S.
aureus. De méme, une tendance a ét¢ montrée indiquant que les extraits les plus riches en
flavonoides présentent des activités antibactériennes les plus €levées.

Mots clés : Rosaceae, Fabaceae, Crataegus oxyacantha, Cytisus triflorus, Flavonoides,
composés phénoliques, Activité antioxydante, Activité antimicrobienne, RMN 1D et 2D,
HPLC-DAD.



Abstract

The work presented in this thesis contributes to the valorization of both Algerian medicinal
plants (Crataegus oxyacantha L. (Rosaceae) and Cytisus triflorus L'Her. (Fabaceae) by
characterizing them by a phytochemical study, an evaluation of the antioxidant and
antimicrobial activities, and a structural identification of certain phenolic compounds. Thus, in
order to obtain an extract enriched in metabolites of interest, flavonoids, we opted for two
extraction methods, a liquid solid extraction using different solvents of increasing polarity
(CHCIl3, EtOAc and n-Butanol) and a second extraction using the Matrix solid phase
dispersion (MSPD) method, using different solvents of increasing polarity (100% H-O, 1:1
H>O / EtOH and 100% EtOH).

This study allowed the isolation 21 compounds and structural elucidation of 16 compounds.
Of these 16 compounds, 3 acids and 7 flavonoids: (3 flavonols including 1 glucosyl, 1
glucosyl flavanone, 1 Flavanol and 2 flavones) were isolated from C. oxyacantha L. From the
EtOAc extract the aerial parts (Flowers + Leaves) of the species Cytisus triflorus L'Her., 6
secondary metabolites were identified (flavonoids). Among these compounds, 3 flavones:
(Chrysin, Prunetin) and 3 glucosyl flavonoids (2 Chrysine and Isoquercitrin). Of these
isolated compounds, 3 new in the species.

These major active ingredients possess various biological activities and play an important and
acknowledged role in maintaining good health.

The structures of the isolated compounds were established by HPLC-DAD chromatogram
analysis, UV-vis spectra and high resolution electrospray mass spectra (HRESI-MS), by
extensive use and interpretation of NMR experiments spectra : 1D NMR ('H, '3C and DEPT)
and 2D NMR (COSY, HSQC and HMBC) and by comparison with the literature data.

The in vitro evaluation antioxidant activity of the various extracts and of three isolated
products of C. oxyacantha, and the AcOEt extract and three products isolated from C.
triflorus was performed by the radical scavenging method (DPPH *). The extracts of two
plants have interesting antioxidant activities, dependent on the content of total polyphenols
and flavonoids.

The various extracts studied were also revealed a high antibacterial activity towards S. aureus.
Similarly, a tendency shown indicating that the richest extracts of flavonoids and polyphenols
exhibit the higher antibacterial activities.

Keywords: Rosaceae, Fabaceae, Crataegus oxyacantha, Cytisus triflorus, Flavonoids,
Phenolic compounds, Antioxidant activity, Antimicrobial activity, 1D and 2D NMR, HPLC-
DAD.
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Matrix solid-phase dispersion as a tool for phytochemical and
bioactivities characterisation: Crataegus oxyacantha L._A case
study

Wassila Benabderrahmane?, Marta Lores®, Juan Pablo Lamas® and Samir Benayache?

aUnit of Valorization of Natural Resources, bioactive molecules and physicochemical and biological analysis
(VARENBIOMO), Faculty of Science, University of Constantine 1, Constantine, Algeria; "Laboratory of Research
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Campus VIDA-USC, Santiago de Compostela, Spain

ABSTRACT ARTICLE HISTORY
The use of a matrix solid-phase dispersion (MSPD) process to extract Received 22 January 2017
polyphenols from hawthorn (Crataegus oxyacantha L.) a deciduous Accepted 24 April 2017
shrub with an expected rich phytochemical profile, has been

. - KEYWORDS
evaluated. MSPD extracts of fruits and leaves have an outstanding Crataegus oxyacantha L;
content of polyphenols, although the particular phenolic profile is matrix solid-phase dispersion
solvent dependent. The extracts were analysed by HPLC-DAD for the (MSPD); polyphenols;
accurate identification of the major bioactive polyphenols, some of antioxidant activity
which have never been described for this species. MSPD has proven
to be a good alternative to the classic methods of obtaining natural
extracts, fast and with low consumption of organic solvents, therefore,
environmentally friendly. The bioactivities can be considered also very
remarkable, revealing extracts with high levels of antioxidant activity.
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1. Introduction

Hawthorn (Crataegus oxyacantha L. (Rosaceae)) is a deciduous plant well-known in phyto-
therapy. Polyphenols are the main active constituents in hawthorn leaves and flowers, mostly

CONTACT Marta Lores @ marta.lores@usc.es
Supplemental data for this article can be accessed at https://doi.org/10.1080/14786419.2017.1326040.
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responsible for the bioactivities of extracts from different species of Crataegus (Chang et al.
2002; Tadic et al. 2008; Garcia-Mateos et al. 2012; Kostic et al. 2012; Rabiei et al. 2012);
although the individual polyphenolic profile of C. oxyacantha was by far the less studied.
MSPD is a Green Chemistry-based process for conducting simultaneous disruption and
extraction of solid and semi-solid samples (Figure S1), with a number of advantages over
the classical procedures (Barker 2000). No previous MSPD studies have been found on the
content and identity of the main polyphenols in C. oxyacantha fruit and leaves. The aim of
the present work is therefore to investigate the main phytoconstituents and antioxidant
activities of the C. oxyacantha MSPD extracts.

2. Results and discussion

The selected elution solvents for the MSPD extractions were ethanol, water and a hydro-
ethanolic mixture (1:1), commonly used in manufacturing pharmaceutical preparations from
hawthorn fruits. The total phenolic contents (TP) of C. oxyacantha MSPD extracts are given
in Table 1. A direct correlation between the nature of the raw material and the solvent used
could not be established, showing that the polyphenols extraction is greatly influenced by
the relationship between the polarity of the analytes and solvents, and the matrix itself.
Water will extract the most polar phenolics, while pure ethanol will elute the less polar ones;
the hydro-ethanolic mixture will better extract a mix of them. Kostic et al. (2012) also explored
TP content of alcohol, hydroalcohol and aqueous extracts of C. Oxyacantha fully ripe fruits
(2.12, 19.32 and 24.89 mg GAE.g fw™, respectively) using ultrasound-assisted extraction
(UAE); proving a clear dependence of the obtained values not only with the elution solvent
but also with the extraction technique. Rabiei et al. (2012) also applied UAE to get fruit
extracts from C. pentagyna, finding lower values (about 90 ug GAE.mL™") than with the clas-
sical solid-liquid approach (about 225 ug GAE.mL™"); still low compared to the TP values
found in this work (Table 1). Although the UAE process is shorter and greener than the
classical approaches, the MSPD goes even further: saving solvent (10 vs. 70 mL); time (15 vs.
45 min) and energy (no consumption in MSPD because the extraction takes place at normal
laboratory conditions (25°C, P atm) without any extra energy input. Table 1 also summarises
the DPPH-based antioxidant activities (AA) of the MSPD extracts. The AA in extracts contain-
ing water, both from leaves and fruits, was higher than for the absolute ethanol extracts,
suggesting that the use of water in the extraction mixture is key in the antioxidant capacity
of the plant extracts. Frequently, AA is highly correlated with phenolic composition.
Nevertheless, the antioxidant capacity is directly related with the molecular structure of
each phenolic compound but not necessarily with its individual concentration; that is, in
some cases, extracts with low TP content arise with high AA in virtue of the individual
polyphenolic profile. This fact explains why leaves and fruit extracts obtained with absolute
ethanol showed lower AA, and no correlation with the TP contents could be found for any
of the extraction solvents.

The MSPD extracts of C. oxyacantha fruits and leaves were submitted to HPLC-DAD analysis
to characterise the main individual polyphenols present in them (Table 1). The identification
of the phenolic compounds in the chromatograms (Figure S2) was based on the comparison
of the retention times and the UV spectra (Figure S3); confirming the presence of Miquelianin
and Rutin in extracts with any solvent, despite its polarity; although Rutin just in leaves.
Garcia-Mateos et al. (2012) identified quercetin glycosides in the flower extracts of other
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Crataegus species. Other flavonols were also positively identified in fruit extracts: Epicatechin
gallate (ECG) and Epicatechin. The acids Caftaric and Cafeic were positively identified both
in fruits and in leaves, and Chlorogenic in all leaves extracts whatever the solvent used. The
healthy flavones Orientin and Apigenin have also been positively identified in leaves extracts.
The polyphenols ECG, Caftaric and Orientin have not previously been described in this spe-
cies; and thus, their identity has been confirmed by LC-MS/MS (Figure S4) except for ECG,
suggested on the basis of the UV spectrum and its retention time in both chromatographic
systems. Therefore, MSPD appears to be an adequate extraction technique for obtaining
bioactive compounds from C. oxyacantha.
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