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Résumé

Cette étude porte sur I’étude phytochimique et activité antioxydante d’un arbrisseau
fruitier appelé Zizyphus lotus L. (Rhamnacées) connu dans 1’ Algérie sous le nom vernaculaire
Sedra. C’est une plante utile, en médecine populaire, pour soigner le tube digestif, le foie et
les affections respiratoires.

Dans la présente étude on a tenté d’évaluer 1’activité antioxydant in vitro des extraits
aqueux préparés a partir des feuilles du Z. lotus. L’étude de 1’activité antioxydante est réalisée
par deux tests: la méthode du pouvoir antioxydant par Réduction du Fer (FRAP) et DPPH.

L’analyse qualitative de ces extraits par les tests préliminaires a révélé la présence des
composés phenoliques et des flavonoides, ceci est confirmé par une analyse quantitative basée
sur le dosage des composés phénoliques et des flavonoides. L’étude de I’activité antioxydante
par la méthode du pouvoir anti oxydant par Réduction du Fer (FRAP) et DPPH a révélé une
grande activité antioxydant.

Les teneurs en polyphénols totaux pour les extraits aqueux de décoction et d’infusion
sont 158,16 + 5 et 100,02 + 4 mg/g, respectivement. Les concentrations des flavonoides
totaux sont 54,75+2,79 et 40.8+2mg/g, pour la décoction et I’infusion, respectivement. Les
feuilles de Z. lotus contiennent une quantité importante de polyphénol et riche en flavonoides.

Les résultats de FRAP obtenus montrent une présence du pouvoir antioxydant dans les
extraits étudiés avec des valeurs d’IC50 de 11,798 + 0,54 et 20,839 £ 0,08ug/mL pour la
décoction et I’infusion, respectivement et pour le DPPH D’activité antioxydante plus élevée
dans la décoction avec une valeur de 12,12 + 0,19ug/mL par rapport I’infusion avec une
valeur de 19,502 £ 0,71pg/mL contre 1’acide ascorbique, catéchine et trolox (0,45+ 0,02 et
1,0493+ 0,01et 2,76+ 0,04pg/mL, respectivement).en conséquence ,les feuilles de Z .lotus
sont riches en polyphénols et surtout en flavonoides. Ces derniers sont des composés
phénoliques connus par leurs activités antioxydante et anti-radicalaire. Cette plante est
également utilisée dans 1’industrie pharmaceutique moderne, pour soigner le tube digestif et le

foie.

Mots clés: Zizyphus lotus, activité antioxydante, composes Phénoliques, flavonoides.



ABSTRACT

The present study was conducted on the shrub called Zizyphus lotus L. (Rhamnacea)
which is known as Sedra in Algeria. This plant is very well-known in the traditional medicine
to cure gastro-intestinal tract, liver and other different respiratory infections. It is also known
for its anti-inflammatory, analgesic, anti-ulcer and anti-diabetic properties.

In this study we tempted to evaluate in vitro the antioxidant activity of aqueous extract
prepared from the leaves of the Z. lotus realized by two assays: the ferricreducing-antioxidant
power assay (FRAP) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl assay (DPPH).Qualitative analysis of
these extracts by preliminary assays were revealed the presence of phenolic compounds and
flavonoids; this result was confirmed by a quantitative analysis based on the colorimetric
assays for phenolic and flavonoids compounds. The quantity of phenolic compounds for both
aqueous extracts, decoction and infusion, is 158.16+5 and 100.02+4mg/g. the amount of
flavonoids is 54.75+2.79 and 40.8+2mg/g for decoction and infusion extracts.

Z. lotus leaves contain a significant amount of polyphenol and rich in flavonoids.

The study of antioxidant activity by the method of ferricredu, cingantioxidant power (FRAP)
and DPPH revealed high antioxidant activity. The FRAP results obtained show the presence
of antioxidant power in the extracts studied with IC50 values of 11.798 + 0.54 and 20.839 *
0.08pg / mL for the decoction and the infusion, respectively and for the DPPH | * higher
antioxidant activity in the infusion with a value of 19.502 + 0.71ug / mL compared to the
decoction with a value of 12.12 + 0.19ug / mL against ascorbic acid, catechin and trolox (0.45
+0.02 and 1.0493 + 0.01 and 2.76 + 0.04ug / mL, respectively). Therefore the leaves of
Z.lotus are rich in polyphenols and especially in flavonoids. The latter are phenolic
compounds known for their antioxidant and anti-free radical activities. This plant is also used

in the modern pharmaceutical industry, to treat the digestive tract and the liver.

Keywords: Zizyphus lotus, antioxidant activity, Phenolic compound, flavonoids.
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Abréviation

ABS Absorbance

ASC : Acide Ascorbique

AG : Acide gallique

CA : Catéchine

D.O : Densité optique

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle.
ERO : Espéces Réactifs de I’Oxygene
FeCls: Trichlorure de fer

Fe?*: Fer ferreux

Fe®*: Fer ferrique

FRAP : Capacités réductrices ferriques d’antioxydants (Ferricreducing/antioxidant power).
OMS : Organisation Mondiale de la Santé.
FT: flavonoides totaux

Q: Quercétine

RL : Radicaux libres

TPT: Teneurs en polyphénols totaux

Kg : Microgramme

mL : Millilitre

min: Minute

mg : Milligramme

mM : Milli mole
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Introduction

Les plantes médicinales renferment une large variété de molécules chimiques (peptides,
terpénes, polyphénols, alcaloides...) de propriétés physico-chimiques tres différentes. Elles
présentent une large variété d’activités biologiques. Il est par ailleurs, aujourd’hui reconnu
que les plantes constituent une source importante de molécules bioactives (Michel, 2011).

Actuellement, les industriels développent de plus en plus de procédés mettant en ceuvre
des extraits et des principes actifs d’origine végétale. Parmi ces nouveaux COmMpOSEs
potentiellement intéressants, les antioxydants, tels que les polyphénols qui ont été
particulierement étudiés en raison de leur utilisation dans les domaines pharmaceutiques,
cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la santé. (Dahmoune et al.,
2015).

Notons aussi leurs diverses propriétés biologiques comme les activités antiallergique,
anti-athérogenique,  anti-inflammatoire, ~ hépato-protective,  antimicrobienne,  anti
carcinogénique, anti-thrombotique, cardio-protective et vasdilatoire (Ksouri et al., 2007).

Pour étre bien les valoriser, les composés bioactives doivent d’abord étre séparés de leur
matrice vegétale. Leur diversité rend le choix des processus d’obtention de ces molécules est
tres important (Michel, 2011).Pour cela, des différents procédés conventionnels et innovants
d’extraction sont utilisés.

Depuis trés longtemps, les herbes médicinales jouent un r6le déterminant dans la
conservation de la santé humaine et de la survie de ’humanité (Gourguillon et al.,2016).
L’ Algérie dispose d’une grande diversité floristique en particulier saharienne et subsaharienne
spontanées qui a des utilisations thérapeutiques trés intéressantes. Parmi les plantes les plus
rependu on peut citer le genre jujube de différentes especes qui est largement exploité dans la
médecine populaire Algérienne pour sa richesse en composants bioactives comme la vitamine
C, polyphénols, flavonoides, triterpénoides et polysaccharides (Gourguillon et al.,2016).

L’objectif visé par la présente étude consiste en premier lieu a extraire des composés
phénoliques par deux différentes méthodes a partir du feuille de Zizyphus lotus L. En
deuxiéme lieu, on s’intéresse de tester leur effet antioxydant in vitro par deux tests a savoir le
test de DPPH et le test de FRAP.

Dans ce contexte nous avons réalisé un travail comprend trois parties:

La premiére partie renferme une étude bibliographie qui comporte une description de la

plante étudiée, des genéralités sur les polyphénols et les antioxydants.
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La deuxieme partie est consacrée a la présentation de matériels et méthodes, et la
troisiéme partie inclut ’analyse et DI’interprétation des résultats obtenus ainsi que une

conclusion générale et perspectives.
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Chapitre I Etude Bibliographique

I. Plantes médicinales et métabolites secondaires
1.1. Plantes médicinales

Les plantes médicinales (PM) sont utilisées dans le monde entier. Les réglementations
définissant leur utilisation correcte telles que l'identification des especes appropriées et la
veérification de la présence de la pureté et de la concentration requise des composés chimiques qui
sont largement reconnues (Palhares et al., 2015). Dans le monde, Il est estimé qu’il existe
d’environ 70.000 espéces de plantes médicinales, utilisees comme des produits pharmaceutiques
ou cosmétiques (Jamshidi-Kia et al., 2018). La PM désigne une plante ou une partie d'une plante
possédant des substances appelées principes actifs, pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques
sans effets nocifs en respectant les doses recommandees (Didier et al., 2011).Ces principes actifs
peuvent étre des précurseurs dans la synthése de drogues utiles c'est a-dire possédant des effets
qui se rapportent a la santé ou ont été prouvés utiles comme médicaments selon les normes
occidentales, ou qui contiennent des constituants qui sont utilisés comme médicaments (Mathé,
2015; Bureau, 2016).

1.2.Présentation de plante étudiée
1.2.1. Classification botanique

La position systématique de 1’espéce étudiée selon la classification d’APG III (2009) est la

suivante:

Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Embranchement Spermatophytes.
Sous embranchement  Angiospermes.
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosidae

Ordre Rhamnales
Famille Rhamnaceae.
Genre Ziziphus

Espéce Zizyphus lotus L.
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1.2.2. Nomenclatures et synonymes (Von Maydelle, 1990; Baba Aissa., 1999; Borgi et al.,
2007)

e Nom arabe/ Berbére: Sedra, Djerdjer, Azar, N’beg.

*Nom francais: Jujubier sauvage ou Jujubier des Lotophages, Jujubier, Dindonnier, Jujubier de
Berbérie.

*Nom anglais: Jujube
*Synonyme: Zizyphus orthacantha DC, Zizyphus sativus creat.
1.2.3. Description botanique, distribution géographique et habitat

Zizyphus lotus L. (Rhamnaceae) est un arbrisseau sous forme de buisson qui ne dépassant
pas 2,5 m et posséde des rameaux flexueux, trés épineux, gris-blanc, poussant en zigzag
(Claudine, 2007). Les feuilles sont glabres, glauques en dessous, petites, courtes, ovales plus au
moins elliptiques de 1 a 2 cm de langueur et de 7 mm de largeur @ marges entieres ou finement
sinuées (Bayerand et Butter, 2000). Les fleurs sont trés visibles de couleur jaune avec des
sépales ouvertes en étoiles, un ovaire supére bisexuel et fleurissent en juin (Baba Aissa, 1999;
Claudine, 2007). 1l contient un fruit ovoide, ayant la forme et la grosseur d’une belle olive.
D’abord vert puits jaune, il devient rouge foncé quand il est mur, en octobre. Sa pulpe épaisse
peut étre d’un blanc verdatre et d’une saveur a la fois douce et acidulée ou brun jaunatre, un peu
glutineuse, a saveur sucrée et fade (Bayer et Butter, 2000). Le genre Zizyphus renferme environ
100 especes, principalement, existent dans les régions tropicales et subtropicales de 1’ Asie et des
Amériques, tandis que quelque espéces vivent en Afrique et dans les régions tempérées (Bonnet,
2001). Zizyphus lotus L. est tres répandu dans les régions arides et surtout le sud d’Algérie, Ain
Ouessara et Maessad (willaya de Djelfa) a climat aride et Taghit wilaya de Bechar au climat
Saharien (Mounni, 2008)
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Aire de Zizyphus lotus L.

Figure 02. Aire de répartition du Zizyphus lotus L en Algérie (Quezel et Santa, 1962)
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1.2.4. Utilisation traditionnelle et activités biologiques et thérapeutiques

Zizyphus lotus L. est une plante médicinale utilisée dans la medecine traditionnelle de
nombreux pays comme sédatif, tonique et anti-inflammatoire (Ghedira et al., 1995; Claudine et
al., 2007; Mounni et al., 2008). Ses feuilles possedent des effets analgésiques attribués a leur
contenu en principes actifs; les flavonoides et les saponines (Borgi et al., 2007). Elles sont
utilisées aussi contre les piqures des vipéres au Sahara (Benchalah, 2004). La décoction des
racines est utilisée comme hypoglycémiante (Lahlou et al., 2002; Allali et al., 2008) et les fruits
sont préconisés dans le traitement de gorge et les affections respiratoires (Baba Aissa et al.,
1999; Borgi et al., 2007).Cette plante est également utilisée pour soigner le tube digestif et le
foie (Baba Aissa et al., 1999). L’industrie pharmaceutique moderne recherche encore largement
sur la diversité des molécules a différent activités pharmacologiques de Zizyphus lotus. Parmi ces

effets, on peut souligner les plus importants:

¢ Activités anti-inflammatoires et analgésiques

L’activité anti-inflammatoire est due aux saponosides et oligoméres flavonoiques des
racines. Les résultats obtenus par Borgi et Chouchane (2007) ont montré que les saponosides et
les oligomeres flavonoiques des écorces de racine de Zizyphus lotus L. donnent une inhibition
maximale de I’cedéme de la patte chez la souris. De plus, Borgi et al. (2008) ont prouveé que les
extraits aqueux, chloroformique, acétate d’éthyle et méthanolique des racines et des feuilles

possédaient des activités anti-inflammatoires et analgésiques.
¢ Activités anti-ulcérogénes

Borgi et al., (2008) ont montrés que les extraits aqueux des racines, des feuilles et des
fruits de Zizyphus lotus L. posseédent une activité anti-ulcérogénique grace a la présence des

tanins et des flavonoides qui sont connus par leur effet gastro-protecteur.
¢ Activités antimicrobienne

Les extraits de Zizyphus lotus L. obtenus par épuisements successifs a 1’éther de pétrole,
au chloroforme, a I’acétate d’éthyle et au méthanol se sont avérés trés actifs in vitro vis-a-vis neuf
souches de champignons pathogénes (Ghedira et al., 1995). Lahlou et al. (2002) ont rapporté

que le melange des alcaloides possede une activité antibactérienne.
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¢ Activités antioxydantes
Les concentrations de des différentes vitamines (vitamine A, C et E) et les acides gras des
racines, des tiges, des feuilles, de pulpe de fruits et des graines de Zizyphus lotus L. sont évaluées

I’effet de leurs extraits aqueux sur le statut antioxydant (Benammar et al., 2010).
1.2.5. Composition chimique

Des études phytochimiques menées sur 1’espéce du Zizyphus lotus montrent la présence
des métabolites primaires (Tableau 1) (Catoir et al., 1999; Chouaibi et al., 2011). Cette espece
connue comme une plante médicinale synthétise des nombreux composés appelés métabolites
secondaires tels que les polyphénols (flavonoides et tanins), les triterpénes, les anthraquinones,
les alcaloides (cyclopeptides et isoquinolides) et les saponosides (Tableau 2) (Catoire et al.,
1994; Borgi et Chouchane, 2006).

Tableau 01. Pourcentage des compositions primaires du Zizyphus lotus (Chouaibi., 2011).

Vitamines Vitamine A: Les vitamines sont impératives en

période de croissance (Hercberg et al., 1998).

Protéines 19,11%
Carbohydrates 40,87%
Lipides 32,92%
Sucres 20%

Tableau 02.Composition chimique des métabolites secondaires présents dans les différents

organes du Zizyphus lotus

Organe végetal Composition chimique Références
Fruits -flavonoides, tanins saponines. —

Alcaloides Borgi et al. (2007b)
Feuilles -Flavonoides. tanins. Alcaloides, Borgi et al. (2007b);

-saponines de type danunarane: - Macuek et al. (2004)
jujuboside B

-jujubogenin glycoside

-dérivé sulfaté de jujuba saponine

V.
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Ecorce des racines -flavonoides, saponines de type Borgi et al. (2007a);
damarane. Borgi et al.(2007Db);
-tanins. Le crouéour (2002).

-alcaloides  cyclopeptidiques |

otusines A-G

1.3. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés chimiques synthétisés par les plantes
(croteau et al., 2000). Les produits du métabolisme secondaire sont en trés grand nombre, plus
de 200.000 structures définies et sont d’une variété structurale extraordinaire (Hartmann, 2007;
Zhuang et al., 2015). Ces molécules sont parfois toxiques susceptible de provoquer des effets
indésirables sur 1’organisme vivant (Marquet & Hambuchers, 2000). Ils sont divisés
principalement en trois grandes familles: les polyphénols, les terpénes et les alcaloides (Lutge et
al., 2002; Marouf et Reynaud, 2007). Dans cette étude, Le groupe des antioxydants naturels qui

nous intéressent sont les composés phénoliques.
1.3.1.Composés phénoliques

Ce sont des antioxydants naturels puissants; en luttant contre la production des radicaux
libres néfastes impliqués dans D’apparition de diverses maladies, ainsi en restaurant les

antioxydants enzymatiques (Neve et Pincemail, 2008; Pourreza, 2013).
1.3.1.1.Définition et roles

Les polyphénols (8000 structures phénoliques connues) représentent un groupe des
métabolites secondaire complexes, exclusivement synthétisés dans le regne végétal, caractérisés
par la présence au moins d’un noyau benzénique auquel est directement 1i¢é au moins d’un
groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que éther, ester, hétéroside
etc. (Cuevas-Valenzuela et al., 2016).jouent un réle essentiel dans I'équilibre et 1’adaptation de
la plante au sein de son milieu naturel (Macheix et al., 2005).Une alimentation équilibrée fournit
a ’'Homme (environ 1g de polyphénols/ chaque jour) soit dix fois plus que de vitamine C et 100

fois plus que de caroténoides ou vitamine E (Kaurinovic et Vastag, 2019).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Compos%C3%A9_chimique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante
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1.3.2.Activités biologiques des polyphénols

Les composeés phénoliques, en dehors de I’impact bénéfique sur la plante, peuvent étre

efficaces pour ’homme dans le traitement d’une variété de troubles. Les propriétés les plus

courantes ; antioxydante, anti-inflammatoire et antimicrobienne, indiquent qu’ils méritent d’étre

reconnus dans la médecine naturelle et peuvent étre trés efficace dans le traitement de divers

problémes de peau (Dzialo et al., 2016).
1.3.2.2. Classification

Les principales classes sont largement répandues (Macheix et al., 2005):

o Les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamigues).

e Les flavonoides.

e Les tanins et lignines.

Les polyphénols sont classés en différents groupes en fonction du nombre de noyaux

aromatiques qui les composent et en fonction des substitutions qui les relient (Oliveira et al.,

2014; de la Rosa et al., 2019). De ce fait, On distingue les flavonoides et les composés non

flavonoidiques (Figure 03).

Lignanes autres

acides
Phénolique \_{ Polyphénols ]7 Stilbénes
s

* Acide Ferulique,

* Acide caféiques.

* Derivé d’acide caféique : p.acide  coumarine .
acide rosmarinique.
acide chlorogenique

Flavonoides »

- Quercetine *Catéchine *Apignine oringenine

*Rutine *Epicatéchine * Apignine 7- glucoside “Eriodictyo
*Hesperetine
*Dihydroquercetine

Figure 03 .Classification des polyphénols (de la Rosa et al., 2019)
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1.3.3. Flavonoides
1.3.3.1. Définition et classification

Les flavonoides sont des dérives benzo-y-pyranne, isolées d'une large gamme de plantes
vasculaires, avec plus de 6000 composés connus. Leur structure de base est celle d’un diphényl
propane & 15 atomes de carbone (C6-C3-C6) (Santos-Buelga et Scalbert, 2000) généralement
constitués de deux noyaux benzénes et un hétérocycle pyrane oxygéné (Cuevas-Valenzuela et
al., 2016). Parmi les principales classes des flavonoides, On distingue notamment les flavones et
les flavonols de couleur creme ou jaune clair, les flavanes (flavanols) dont les produits de
condensation sont a 1’origine d’un groupe important des tanins et des isoflavones, qui jouent un
role sérieux dans la santé humaine (Bruneton, 2009), les (prényl) chalcones et les
dihydrochalcones ainsi que les anthocyanines ou anthocyanidines, des pigments rouges ou bleus
(Tableau03) (Bhuyan et Basu, 2017; Shahidiet al., 2019). De facon générale, les flavonoides se
trouvent soit a 1’état libre, dans ce cas ils sont dits aglycones, soit sous forme de C- ou O-
glycosides et dans ce cas ce sont des hétérosides. Les sucres qui sont couramment liées aux
flavonoides sont le glucose, le rhamnose, I’arabinose, ils peuvent en outre étre des monomeéres ou
des oligomeéres (Cuevas-Valenzuela et al., 2016) (Tableau 03 ).

Tableau 03. Principales classes des flavonoides et leurs structures (Cuevas-Valenzuela et al.,
2016)

Flavonoides Structure Exemple (substitution)

Structure de base

(Ce-C3-Cé)n

Flavones -Apigénine: 5,7,4°tri OH
-Lutéoline: 5, 7, 3°,4’tetraOH
-Rutine: 5,7,3”,4’tetra OH (Rutoside)

-Baicaline

11
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Flavonols

-Quercétine: 5,7,3,4’tetra OH
-Kaempférol: 5,7,4’ triOH
-Myricétine: 5,7,3’,4’,5’penta OH

Dihydroflavonols

-Taxifoline: 5,7,3’,4’ tetra OH
- Fisétine: 7,3°,4’tri OH

-(+)Catéchine: 5,7,3’,4’tetra OH,

Flavanols ()epicatéchine: 5,713’4,
(+)gallocatéchine: 5,7,3”,4’,5’penta OH,
epigallocatéchine: 5,7,3’ ,4’pentaOH
tetraOH 3galoyl

Flavanones -Naringénine: 5,7,4> tri OH, taxifoline:
5,7,4°,5 tetra OH

Isoflavones -Génicéteine: 5, 7, 4° tri OH
-Daidzéine: 7,4'-di OH

Chalcones -Butéine: 3,4,2',4' tetrahydroxychalcone;
davidigénine: 4,2',4' tri OH; rengasine:
4-O-méthylauréusidine

Aurones -Auronol: 4,6,4’-trihydroxyaurone

-Maritimétine: 6,7,3°,4’tetra OH

12
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3 -Cyanidine:(3,5,7,3°,4’-penta OH)
Anthocyanidines @ 4" -Apigéninidine: (5,7,4’-tri OH)
7 @ g‘“\ S Lutéolinidine: (5,7,3", 4’-tetra OH)
Z~oH -Pélargonidine:(3,5,7,4’-tetra OH)
-Malvedine

Tanins  condensés
(polymeéres de
flavan3ol)

(C6-C3-Co)n

-Procyanidine

1.3.3.2.Quelque propriétés de flavonoides

Ils possedent des propriétés anti-tumorales, antiparasitaires, antibactériennes, anti-
inflammatoires, vas dilatoires, analgésiques, hypotenseurs, antivirales, diurétiques, ostéogene et
antioxydantes (Rao et al., 2009 ; Choi et al., 2009).

I1. Généralités sur les antioxydants et les radicaux libres

I1.1. Oxydation et oxydants

L’oxydation est un processus indispensable dans le métabolisme des cellules aérobies de
I’organisme pour la production des espéces réactives dérivées de 1’oxygene (E.R.O) (Sarr et al.,
2017). Chaque cellule du corps humain maintient une homéostasie entre les oxydants et
antioxydants. Ainsi, 1 a 3% de l'apport pulmonaire en oxygéne chez I'nomme est converti en
E.R.O. Dans des conditions de métabolisme normal, la formation continue de E.R.O et d'autres
radicaux libres est importante pour les fonctions physiologiques normales telles que la génération
d'ATP, les divers processus cataboliques et anaboliques et les cycles d'oxydoréduction cellulaires
(Rahal et al., 2014). L'organisme doit confronter et contréler la présence des antioxydants et des
pro-oxydants continuellement, ces derniers sont utiles pour l'organisme a dose raisonnable. Le
stress oxydant est le terme se rapportant au déséquilibre entre la génération excessive des especes
radicalaires toxiques «les oxydants» et l'activité des systemes de défense antioxydants, qui
pourrait mener aux dommages oxydatifs (Rios-Arrabal et al., 2013). Sous certaines conditions,
un déséquilibre provoqué soit par une production excessive des radicaux libres soit par une

diminution des défenses antioxydantes sous 1’effet de certains stimuli exogénes (polluants

13
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environnementaux, tabagisme...) ou endogeéne. On parle alors de stress oxydant a 1’origine
d’altérations moléculaires attach¢ a de nombreux processus pathologiques comme
I’athérosclérose, I’inflammation, les maladies cardiovasculaires, neurodégénératives et le cancer

(Phaniendra et al., 2015).

11.1.1. Définition des radicaux libres

Un radical libre est défini comme étant une molécule qui posséde un ou plusieurs électrons
non appariés (célibataire), ce qui le rend extrémement réactif. Cette molécule est trés instable et
réagie rapidement avec d’autres composants, tentant de capturer 1’électron nécessaire pour
acquerir la stabilité (Halliwell, 2012; Halliwell et Gutteridge, 2015). Parmi les radicaux libres:
I’anion superoxyde 02", d’ou le symbole ¢ indique la présence d’un électron célibataire). Cette
propriété rend ces éléments trés réactifs du fait de la tendance de cet électron a se re-apparier,
déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent a leur tour
d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine, c’est typiquement ce qui se passe

lors de la peroxydation lipidique (Halliwell, 1994).

D’autre classification basée sur le type de radical en donnant deux groupes principales:
des radicaux dérivé de I’oxygéne (Reactiveoxygenespecies: R.O.S ou E.R.O) ou d’autres atomes
comme 1’azote (Reactivenitrogenespecies : R.N.S ou E.R.N) (Ray, 2012; Gutowski et
Kowalczyk, 2013). Les radicaux libres sont formés au niveau de divers organites cellulaires: les
mitochondries, les microsomes, le cytosol a travers plusieurs systémes enzymatiques tels que la
xanthine oxydase, la monoamine oxydases, la NAD(P)H oxydase, la cyclooxygenase et la
lipooxygenase(Berger, 2005; Halliwell et Gutteridge, 2015).

Tableau 04 : Principaux radicaux libres et leur structure chimique (Haton, 2005).

Radical Structure chimique
Radical hydroxyle OH.

Radical hydroperoxyde HOO.

Radical peroxyde ROO.

Radical alkoxyle RO.

Peroxyde d’hydrogene™ H202

Peroxynitrite ONOO.

Anion superoxyde 0"

14
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11.1.2.Stress oxydatif

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre entre le systeme de défense des
antioxydants et la production des espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) (Sayre et al., 2008 ;
Bloomer et al., 2008;Power et al., 2010).Ce déséquilibre peut se produire quand le systeme de
défense des antioxydants est surmené par 1’augmentation des oxydants ou lorsque les défenses
sont affaiblies suite a une carence d’apport et/ou de production d’antioxydants (Kirschvink et
al., 2008). Cela entraine des lésions biochimiques au niveau des cellules de I’organismes du fait
de leur conséquence sur le plant moléculaire telles que les altérations au niveau des protéines,
I’apparition de cassures au niveau de I’ADN, ou des atteints de 1’intégrité de la membrane
cellulaire par I’induction de la peroxydation lipidique (Stadtman et al., 1998; Halliwell et al.,
1999; De Zwart et al., 1999).

11.2. Antioxydants

De nos jours, Il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres. Ce
n’est pas seulement di a leur role dans des phénomeénes aigus tels que le traumatisme ou
I’ischémie, mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques associées au
vieillissement telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires et la

dégénérescence du systeme immunitaire (Guinebert et al., 2005).
11.2.1.Définition

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche 1’oxydation d’autres substances
chimique .Les antioxydants sont utilisés pour réduire 1’oxydation du produit auquel ils sont
mélangés. Les antioxydants piégent les radicaux libres en inhibant les réactions a I’intérieur des
cellules provoquées par les E.R.O et E.R.N (Kumar et al., 2017). L’effet des antioxydants

provient de deux mécanismes:

1) lls neutralisent les radicaux libres et empéchent les réactions en chaine initialisées par ces

derniers,

2) ils détruisent les hydroperoxydes, composés intermédiaires formant des radicaux libres en
interrompant la liaison O_O, en diminuant ainsi la vitesse de formation des radicaux libres
(Ribeiro et Bernardo, 2001).
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I1.2.1. Classification et mécanismes d’action

Il existe deux classes d’antioxydants: les endogenes et les exogenes. Les antioxydants
endogenes sont principalement les enzymes telles que la superoxyde dismutase, la catalase et la
glutathion peroxydase dont les mécanismes sont développés plus haut. La deuxieme partie
permet d’appréhender les antioxydants exogénes qui sont, par définition, apportés par
I’alimentation (Guillouty, 2016).

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de radicaux

ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).
11.2.2. Antioxydants primaires (enzymatiques)

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydants qui sont des systémes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et de
peroxydase (glutathion et ascorbate) (Favier, 2006). Ces enzymes antioxydantes permettent
I’élimination des radicaux libres primaires (Lehucher-Michel et al., 2001). De ce fait, elles
préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des lipides membranaires
notamment et contribuent donc a la protection des membranes contre la peroxydation lipidique
(Dacosta, 2003).

Tableau 05. Les antioxydants enzymatiques avec leurs mécanismes d’actions.

Systeme enzymatique Propriété Référence

d’antioxydant

Superoxydedismutase -Elle catalyse la dis mutation des ions (Papa et al.,

(SOD) superoxydes en peroxyde d’hydrogéne et en 2014; Ighodaro
(EC1.15.1.1) oxygeéne moléculaire par la réaction suivante: et

H,O,+ O, 2018)

Akinloye,

20, +2H ———

Catalase (CAT)
(EC 1.11.1.6)

-C’est une enzyme fer dépendante capable de (Bonnefont-
réduire le peroxyde d’hydrogeéne en eau et est Rousselot et
présente dans les peroxysomes et dans les Collin, 2010;

érythrocytes. Son activité la plus importante est

dans les érythrocytes, les érythrocytes et les

Ighodaro et
Akinloye, 2018)
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reins.

-Elle transforme le peroxyde d’hydrogéne en
eau et en oxygene moléculaire selon la réaction
suivante:

2H202 — 2 HZO + O2

Glutathion peroxydase
(GPx)
(EC 1.11.1.9)

-C’est une enzyme sé¢lénium dépendante capable
de détoxifier le peroxyde d’hydrogeéne et les
peroxydes lipidiques par oxydation du
glutathion réduit (GSH). On distingue 5
isoenzymes de la GSH-Px chez les eucaryotes,
la plus abondante étant la GSH-Px
cytoplasmique (90%) et mitochondriale (10%)
-Elles détoxifient les peroxydes d’hydrogene et
lipidique selon les deux réactions suivantes:
-ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H,0
(reaction 1)

-H,0, + 2 GSH — 2H,0 + O, + GSSG

(reaction 2)

(Lobo

et

al.,

2010; Jacquot,
2013; Lonn et

Autres systemes comme la
glutathion réductase; la
thioredoxine réductase et la

glutathion transférase.

-Elles régénerent le glutathion réduit en utilisant
le NAD(P)H comme cofacteur, est localisée
avec la gluthation peroxydase, réduit le GSSG
en GSH. Elles se trouvent dans le cytosol et les

mitochondries.

al., 2012)
(Lobo et
2010)

al.,

11.2.3. Antioxydants secondaires (non enzymatiques)

Ce sont des molécules exogénes, contrairement aux enzymes antioxydantes, piégent un

seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule d’antioxydant doit donc

étre régénérée par d’autres systémes (Figures 4 et 5) (Dacosta, 2003). Plusieurs substances

peuvent étre agis en tant qu’antioxydants in vivo ont était proposés. Elles incluent: la vitamine E,

I’acide ascorbique, le B-caroténe, les flavonoides, les composés phénoliques,...etc.
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Figure 04 : Systemes de défense contre les radicaux libres (Kohen et Nyska, 2002).

Tableau 06 : les antioxydants exogénes avec leurs mécanismes

Antioxydant Propriété Référence
Vitamine C -Elle est capable de piéger des radicaux libres (Fabre etal., 2015)
mais son intérét majeur en terme de pouvoir
antioxydant réside en sa capacité a régénérer la
vitamine E au sein de la membrane.
Vitamine E -Elle agit comme antioxydant contre les ERO(en (Fabre et al., 2015)

parallele de la vitamine C et du glutathion) et plus
particulierement dans  I’inhibition de la
peroxydation lipidique. La chaine carbonée
augmente en effet le caractére lipophile de la
molécule et ainsi facilite la pénétration dans les
bicouches lipidiques, et permet une action directe
intracellulaire.

Caroténoides

-Elles peuvent agir comme un inhibiteur de la
peroxydation lipidique uniqguement a une faible
pression partielle en O,. lls peuvent étre oxydés
tout comme un acide gras et ainsi avoir un effet
pro-oxydant.

(Higdon, 2003)

Sélénium

-C’est un oligo-élément constituant des séléno-
protéines dont fait partie le principal antioxydant
intracellulaire, la glutathion peroxydase. On le
retrouve notamment dans le beeuf et le poisson. 1l
joue également le r6le de détoxification des
métaux lourds comme le cadmium.

(Jomova, 2011)

Zinc

-C’est un cofacteur de la SOD. On le retrouve
dans les huitres, le foie de veau et la viande de
beeuf. Le zinc a également comme fonction de
protéger le groupement thiol des protéines. De
plus, il peut lutter contre la formation des ERO
induite par le fer ou le cuivre.

(Mezzetti et al.,1998)
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Figure 05. Régulation de la production d'especes réactives de l'oxygene par les systémes de

défenses antioxydants (Milbury et Richer, 2008)

11.2.4. Activité antioxydante des composés phénoliques

Plusieurs auteurs ont été prouvés que la capacité antioxydante de plusieurs plantes
médicinales est due a la présence des flavonoides, en fait, la plus part des constituants
polyphénoliques montre un pouvoir antioxydant élevé en comparant avec les autres antioxydants
connus tels que la vitamine C, la vitamine E, et la B-carotene (Kaurinovic et Vastag, 2019).

Des etudes expérimentales sur des souris ont montre que la consommation quotidienne
des composés phénoliques dérivés des plantes médicinales, des épices et des fruits riches aux
antioxydants s’accompagne avec une augmentation du statut antioxydant plasmatique et une
diminution de paramétre biochimique lipoprotéines de faible densité, ce qui prévient contre les
maladies cardiovasculaire (Tressera-Rimbau et al., 2017). Des travaux antérieurs ont montré
qu’il existe une relation entre la structure et 1’activité antioxydante. Les mécanismes d’actions
des polyphénols peuvent se faire par (Bouayed et Bohn, 2012; Zhang et Tsao, 2016;
Kaurinovic et Vastag, 2019):
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» neutraliser les radicaux libres étant un donneur d’électron ou atome d'hydrogéne a une large
gamme des espéces réactifs d'oxygéne y compris O OH’, radicale peroxyle LO,, Acide
hypochloreux (HOCI) et acide peroxynitriqgue (ONOOH),

» interagir avec les ions métalliques responsables de la production des E.R.O; aboutissant a la
formation de complexe chélateur stable et inerte,

» inhiber des enzymes responsables de la production des E.R.O. (exemple: xanthine oxydase et
cyclooxygenase),

» assurer I’inhibition de la peroxydation lipidique par I’inhibition de la phase de propagation

dans les réactions en chaines.
11.3. Balance Oxydants /Antioxydants

Les ERO ont des ro6les physiologiques trés importants en agissant, a faibles
concentrations, sur la régulation des réponses biologiques, la transduction du signal et autres
voies de signalisation (Faviere et al., 2003). Dans 1’ensemble de nos tissus sains, les défenses
antioxydantes sont capables de faire face et détruire les radicaux produits en excés. On dit que la
balance Oxydants /Antioxydants est en équilibre Mais dans certaines situations, en raison d’une
surproduction radicalaire (tabac, alcool, pollution, ...) ou d’une diminution des capacités
antioxydantes (insuffisance d’apports des micronutriments antioxydants, inactivation
enzymatiques) un deséquilibre entre la production des radicaux libres et le systeme de défense est
a Dorigine d’un état redox altéré de la cellule appelé le stress oxydatif (Sohal et al., 2002)
(Figure 06). Pour enrayer le stress oxydant, il faut donc aider la cellule et I’organisme par
I’apport d’antioxydants secondaires (vitamine C, E, caroténoides, polyphénols) (Kohen et
Nyska, 2002).

Le stress oxydatif est la consequence d'une rupture entre l'equilibre:
Radicaux libres ¢ Anti-oxydants

* Baisse des défenses
antroxydantes

* Exposttion ala lumiére
* Phagocytose
* Respiration cellulaire trés active

Figure 06. Déséquilibre de la balance entre pro-oxydant et antioxydant (Shimizu, 2004).
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Chapitre II. Matériel et Méthodes

I. Matériel végétal et extraction
I.1. Récolte du matériel végétal

Le matériel végétale est constitué des feuilles du Zizyphus lotus, récolté en Octobre
2019, de la région d’Oran-Ouest de I'Algérie- et authentifié par des professeurs au niveau de
laboratoire de botanique, Université Oranl. Les feuilles ont été séchées a I’ombre a 1’abri de
la lumiére et & température ambiante (Figure 7). Apres séchage, les feuilles de plante ont été

broyées pour obtenir une poudre fine, qui a servi pour la préparation des extraits aqueux.

Figure 07. Feuilles séches de Zizyphus lotus.

1.2. Extraction aqueuse
1.2.1. Décoction

La poudre fine des feuilles de Zizyphus lotus est mise a décoctée dans 1’eau distillée
(10%, p/v) sous chauffage pendant 10 min. L’extraction a été renouvelée deux fois. La
décoction est ensuite refroidie et filtrée a 1’aide d’un papier filtre. Le filtrat obtenu est congelé
puis lyophilisé pour obtenir un résidu lyophilisé sec. Le lyophilisat est stocké a température
ambiante (Rached et al., 2019).

1.1.3. Infusion

Cette extraction est effectuée dans 1’eau distillée bouillante (10%, p/v) pendant 10 min.

Cette étape est répétée deux fois. Le tout est ensuite refroidi et filtré a I’aide d’un papier filtre.
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Le filtrat est congelé puis lyophilisé pour obtenir un résidu sec chargé en substances
extractibles (Rached et al., 2019).

Le rendement d’extraction calculé par rapport au poids total du matériel seche est

rapporté dans le tableau 8.

I1. Dosage colorimétrique des composes phénoliques
11.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits des feuilles est effectué selon la

méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965).
-Principe et protocole

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitu¢ par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique(H3PMo012040). Il réduit lors de I’oxydation
des phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Boizot et
Charpentier, 2006). Brievement, la technique est exécutée selon le protocole suivant: 100 pL
de I’extrait (2,5 mg/mL) sont mélangés avec 0,5 mL du réactif de Folin-Ciocalteu (1:10 v/v,
H,0). L’ensemble est agité¢ a 1’aide d’un vortex puis incubé pendant 5 min a [’obscurité et a
température ambiante. Ensuite, 1,5 mL de carbonate de sodium anhydre (Na,Cos, 2%, H,0)
sont ajoutés. Le mélange est agité et incubé pendant une heure. L’absorbance est lue a 765 nm
par un spectrophotometre UV-Visible (UViline 9400, Secomam). La concentration des
polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage
établie avec I’acide gallique (0-200 pg /ml). Les résultats des teneurs en polyphénols totaux
sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par un gramme de 1’extrait
lyophilisé¢ sec (mg Eq AG/g d’extrait). Les teneurs sont calculées a partir d’une droite
(équation de régression linéaire: y = 4,2333 x + 0,0163; R? = 0,9996) préparée a 1’aide de
différentes concentrations d’acide gallique (0,02; 0,04; 0,06; 0,08 et 0,1 mg/mL, H,0)
(Figure08). Cette courbe est réalisée dans les mémes conditions opératoires que les
échantillons étudiés. Les dosages sont effectues en triplicata.
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y=4,2333x+ 0,0163
R?* = 10,9996

Absorbance a 765 nm

015
1

0,05

o 0,02 0,04 0,06 0,08 0.1 012

Concentration d'acide gallique en mg/mL

Figure08. Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux (TPT)
11.2. Dosage des flavonoides totaux
-Principe et protocole

L’analyse quantitative des flavonoides totaux est réalisee selon un dosage
colorimétrique par le trichlorure d’aluminium en présence de NaNO, en milieu alcalin suivant
la méthode décrite par Kim et al. (2003).Cette méthode est couramment basée sur la
formation d’un complexe entre les groupements hydroxyles des flavonoides avec le chlorure
d’aluminium (AIClg), suivie par une mesure spectro photométriquement de ce complexe
produit (Mammen et Daniel, 2012). La coloration rosatre produite est proportionnelle a la
quantité¢ de flavonoides présente dans I’extrait, mesurée a 510 nm (Pekal et Pyrzynska,

2014).

Cette méthode est adoptée pour déterminer la teneur en flavonoides présente dans
chaque matrice a base de plantes ou d’aliments selon la procédure suivante: 0,5 mL de
I’extrait de poudre des feuilles sont mélangés avec 1.5 mL d’eau distillée. A T=0; 0,150 mL
de nitrate de Sodium(NAO3) (5% p/v, H,0) sont ajoutés. A T=5 min; 0,150 mL de trichlorure
d’aluminium(ALCL3) (10% p/v, H,O) sont additionnées. Aprés 6 minutes; 0,5 mL
d’hydroxyde de sodium (NAOH) (1 M p/v, H,O) sont ajoutés. Le mélange est bien
homogeéneéisé a I’aide d’un vortex, puis la lecture de 1'absorbance est effectuée immédiatement
a 510 nm. Les concentrations en flavonoides totaux sont exprimées en mg d’équivalent de
catéchine par gramme d’extrait lyophilis¢ sec (mg EC/g d’extrait), calculées a partir d’une

courbe d’étalonnage (équation de la régression linéaire: y = 0,0045 x — 0,0525; R? = 0,9946)
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préparée avec la catéchine (0,04; 0,06; 0,08; 0,1 et 0,2 mg/mL, Méthanol) (Figure09). Cette
courbe est procédée dans les mémes conditions opératoires que les échantillons étudiés. Les
dosages sont encore effectués en triplicata.

v = 0045x - 00525
R: = 0,9946

Absorbance 4 510 nm
<

(1] S0 100 150 200 250

Concentration de catéchine en pg/mL

Figure09. Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides totaux.

I11. Détermination de I’activité antioxydante

Dans cette partie nous nous intéressons d’étudier I’activité antioxydante, in vitro, par
plusieurs méthodes. Ces essaies sont totalement classifiés selon leur mécanisme d’action.
Dans présente étude, 1’activité antioxydante des extraits aqueux étudiés a été évaluée in vitro

selon la méthode décrite par Barros et al. (2013).
I11.1. Pouvoir scavenger du radical DPPH
111.1.1. Principe

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
Caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur diaprait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydrazine par un composé a
Propriété anti radicalaire, entrainant ainsi une décoloration. L’intensité de la couleur est
Proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons

(Sanchez-Moreno, 2002).
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11.3.1.2. Méthodologie

Cette technique est effectuée a I'aide d'un spectrophotomeétre (UViline 9400, Secomam).
Elle consiste donc a mélanger 100 uL de différentes concentrations de chaque extrait aqueux
testé (0,019 — 5 mg/ML) avec 900 uL d’une solution méthanolique de DPPH (0,06 MM).
L’absorbance est mesurée a 517 nm aprés avoir laissé incuber la réaction, a 1’obscurité,
pendant une heure. Les extraits sont testés contre un blanc qui contient la solution
méthanolique de DPPH incubée dans les mémes conditions que les échantillons. Le Trolox,
I’acide ascorbique et la catéchine sont utilises comme des témoins positifs (substances de
références). Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé selon la formule

suivante:

P1% = [(Ac — Ag) / Ac] x 100
Ou Ac: Absorbance de solution DPPH; Ag: Absorbance de la solution contenant 1’extrait.

Les résultats sont exprimés en valeur d’IC50 ou la concentration inhibitrice de 50%
(aussi appelée ECso pour Efficient concentration 50) qui présente la concentration de
I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH®. Les IC50 sont calculées
graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés, représentées par pourcentages

d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testés.

I11.2. Pouvoir réducteur d’ions ferriques (FRAP)
111.2.1. Principe

La méthode de pouvoir réducteur de fer est basée sur le changement de coloration lors
de la réduction du fer de forme ions ferriques (Fe**) en ions ferreux (Fe**) en présence d’un
antioxydant par transfert d’¢lectrons (Chung et al.,2006; Benzie et Devaki, 2018) . La forme
réduite donne une couleur bleue qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de 1’extrait. De
ce fait, cette densité de couleur est mesurée a 690 nm. Ce test est peu couteux, simple,
reproductible et rapide utilisé pour indiquer la présence des composés phénolique (Benzie et
Devaki, 2018).

111.2.2. Méthodologie

Les différentes concentrations des extraits aqueux et des substances de références
(0,019 - 5 mg/ML; 0,5 L) sont mélangées avec une quantité égale de tampon phosphate (200
MM plv; pH=6,6; 0,5 ML) et de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN) 6; 1% p/v; H,0; 0,5
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ML). Apres 20 mn d’incubation a 50°C, 0,5 ML d’acide trichloracétique (10%, p/v) sont
ajoutés au mélange. Ensuite, 0,8 mL de mélange de chaque concentration sont mixés avec une
quantité égale d’eau distillée et 160 pl du chlorure ferrique (FeCls; 10%). L’absorbance est
lue a 700 nm contre un témoin négatif sans extrait. L’absorbance est directement
proportionnelle au pouvoir réducteur. Les résultats sont exprimés en valeurs ICso qui est

calculée a partir de la courbe d’absorbance en fonction de la concentration de I’échantillon.

Etude statistique

Les courbes et les histogrammes dans cette étude sont traces par le Microsoft Excel 2010.
Les analyses statistiques unies variées sont utilisées dans tous les tests. Les résultats sont
ensuite suivis par le test Tukey’s HSD avec un niveau de signification de 5% (p = 0.05), et
analysés par le test de t-Student. Ces analyses sont réalisées par le logiciel SPSS (Statistics
Package for Social Sciences) version 23.0 (IBM Corporation, New York, USA).les données
sont figurées par leur moyenne * erreur standard par rapport a la moyenne (ESM). Pour toutes

les méthodes utilisées, trois répétitions sont effectuées (triplicata).
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Chapitre III Résultat et discussion

I. Extraction et caractérisation phytochimique

I.1. Rendements d’extraction

Le tableau 08 indique les résultats du rendement d’extraction des feuilles de Zyziphus
lotus. Cette plante est décoctée et infusée par I’cau distillée sous des conditions de chauffage.
La décoction de la plante a donné un rendement plus élevé (19,01%) que ce de I’infusion
(14,79%). Dans ce contexte, une étude faite par Salah (2016) sur les feuilles de Z. lotus
récoltées le mois d’avril dans la région de Chlef. En comparaison avec notre résultat, un faible
rendement de 09,78% a été trouvé apres une extraction par une combinaison de méthanol et
I’eau de 80% a été réalisée. Une autre étude a été réalisee par Aymane (2017) sur les fruits de
Z. lotus récoltés dans la région de Fés (Maroc) par la méthode d’extraction adoptée est
Soxhlet ont montré que I’extrait aqueux a un rendement de 19,73%. Il est important de
souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que les conditions dans
lesquelles 1’extraction est effectuée (a chaud ou a froid), affectent sur tous le contenu total en
métabolites secondaires, et par conséquent affecte sur les activités biologiques m’édifies par
ces métabolites (Lee et al., 2003).

Tableau 08. Rendemant de I’extraction aqueuse de Z. lotus.

Extraction Rendement %
Infusion 14,79
Décoction 19,01

1.2 Analyses phytochimiques des extraits étudiées
1.2.1. Dosage colorimétrique des composés phénoliques

Afin de caractériser les extraits préparés a partir des feuilles de Z. lotus, un dosage des
polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué. La raison principale pour le choix de ces
substances réside dans le fait que la majorité des propriétés pharmacologiques des plantes

leurs sont attribuées.
1.2.1.1 Dosage des polyphénols totaux

Les analyses phytochimiques des extraits des plantes médicinales est une étape
préliminaire, d’une grande importance, puisqu’elle révele la présence des constituants

bioactives responsables des vertus thérapeutiques (Wang et al., 2018).
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Les résultats du dosage colorimétrique des polyphénols sont présents dans le tableau 09
indiquent gque tous les extraits testés renferment des teneurs les plus élevees en polyphénols
totaux. D’apres les résultats obtenus, une variabilité des teneurs en a été constatée: celle des
polyphénols est plus élevee pour la décoction (158,16 + 5 mg/g) et plus faible que I’infusion
(100,02 £ 4 mg/g) (Figure 10). On remarque que les feuilles de Z. lotus contiennent une
quantité importante des composés phénoliques. En comparaison avec le résultat obtenu par
Amari et Gourissi (2017) sur 1’extrait méthanolique et 1’extrait aqueux des feuille de Z. lotus
récoltés de Mila (Tadjnanet) en Octobre, les teneurs en polyphénols totaux apparaissent plus
faible (33,06 + 4,75 pg/mg). Les résultats obtenus par Lahmer et Messai (2017) sur les racines
et les écorces de Z. lotus qui sont récoltées en mars 2017 de la région de Mila montrent une
présence plus élevées des teneurs en polyphénols totaux dans 1’extrait aqueux par rapport a
celle de I’extrait méthanolique avec des contenus de39,966+2,555 et 26,989+2,016ug/mg,

respectivement).

L’évaluation du contenu en polyphénols totaux adaptée par la méthode de Folin-
Ciocalteuindique que tous les extraits testés sont riches en composées phénoliques mais avec
des valeurs variables fortement dépendantes de la méthode d’extraction, la partie testée et le

temps de prélevement (Konieczynski et al., 2016).
1.2.1.2 Dosage des flavonoides totaux

On remarque que la concentration en polyphénols totaux est plus élevée pour la
décoction (54,75 £ 2,79 mg/g) que celle de I’infusion (40,8 £ 2 mg/g). En comparant avec les
résultats trouvés par Amari et Gourissi (2017) sur les extraits méthanolique et aqueux des
feuille de Z. lotus montre que I’extrait aqueux des flavonoides est de 6,68 + 0,29 pg/mg.
D’aprés les résultats obtenus on constate que nos extraits sont plus riches en flavonoides. Des
études similaires ont été effectuées par Dahlia (2019) ont montrés que 1’extrait aqueux des
pulpes trouvé de la population de Metlili (Ghardaia) avait enregistré un maximum de teneur
en flavonoides (98,260 +12,258 mg/g).Cet résultat été révélé des concentrations en
flavonoides voisines a celles rapportées par Li et al., (2015) qui ont trouvé que la teneur en
flavonoides du jujube rouge de trois zones différentes dans la chine était de 65,1-158,6 mg
/100g. Les résultats de dosage ont été montrés la présence des flavonoides dans tous les
extraits aqueux testés. Cela confirme la richesse de Z. lotus par les flavonoides et sa variabilité
selon la méthode d’extraction, la partie utilisée et la région du prélevement (Ding et al., 2009;
Bozin et al., 2008).
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Les composés phénoliques ont une activité antioxydante et il est probable que I’activité
des extraits due a ces composés (Adedapo et al., 2008). Leurs propriétés redox, jouent un role
important dans I’adsorption et la neutralisation des radicaux libres, la désactivation d’oxygeéne
triplet et singlet, ou la décomposition des peroxydes (Pawar et Surana, 2010).En outre, les
composés polyphénoliques jouent un réle important dans la cicatrisation des plaies grace a
leur activité antimicrobienne et antioxydante, et leur capacité de chélation des métaux
(Antonio et al., 2011).

180
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polyphénol totaux flavonoide totaux

Figure 11. Etude phytochimique de différents extraits de Zizyphus lotus.
I1. Etude de activité antioxydante

Deux principaux mécanismes antioxydant ont été proposés pour la prévention contre le
stress oxydatif par les polyphénol, a la fois in vitro et in vivo (Perron et al., 2009). Le premier
est basé sur la capacité de la fonction phénol a donner un atome d’hydrogéne a un radical
libre; le deuxiéme est le transfert d’électron d’un composé phénolique a un radical libre

(Quideau et al., 2011).

11.1. Piégeage du radical libre DPPH

La meéthode de piégeage du radical DPPH est parmi les méthodes
spectrophotométriques les plus répondues et trés utilisées pour 1’évaluation de la capacité

antioxydante des produits naturels comme d’extraits de plantes, de végétaux, de fruits et des
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composés chimiques (Burgos et al., 2013). L'estimation de l'activité antioxydante des extraits
aqueux de Z. lotus et leurs activités sont compares a celles de I'acide ascorbique (vitamine C),
la catéchine et le Trolox qui sont des antioxydants synthétiques connus par leurs propriétes
antioxydantes et sont couramment utilisés comme substances de référence (Wong et al.,
2015).

Les valeurs de la concentration inhibitrice (IC50) des différents extraits bruts et
standards sont représentées dans le tableau 09, qui est un parametre employé pour quantifier
I’activité antioxydante d’un produit chimique. La valeur d’IC50 d’une substance antioxydante
correspond a la concentration nécessaire pour inhiber 50 % d’un oxydant impliqué. Plus cette

concentration est faible plus 1’effet antioxydant est trés élevé (Chen et al., 2013).

Les résultats obtenus montrent une présence de I’activité antioxydant plus élevée dans
I’infusion avec une valeur de 19,502 + 0,71pg/ml par rapport la décoction avec une valeur de
12,12 + 0,19ug/mL contre I’acide ascorbique, catéchine et trolox (0,45+ 0,02 et 1,0493+
0,01et 2,76+ 0,04pg/mL, respectivement).

I1.2.Pouvoir réducteur d’ions ferriques (FRAP)

Cette méthode est une technique simple, rapide et productible. Elle est universel peut
étre appliqué chez les plantes afin de tester et de déterminer la concentration d’extrait le plus
actif (Ozturk et al., 2007). La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque
la réduction de Fes*/complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe," peut étre
évalué en mesurant et en surveillant ’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le
milieu réactionnel a700 nm (Su et al., 2008). L’acide ascorbique, catéchine et trolox sont des
substances de référence utilisées comme des témoins positifs pour I’activité antioxydante qui
a été exprimée sous la forme de valeurs ICso (moyenne + SD), ce qui signifie que plus cette
valeur est faible, plus le pouvoir antioxydant est fort. ICso: la concentration d'extrait
correspondant a 50% de l'activité antioxydante ou a 0,5 de Il'absorbance dans le test du
pouvoir réducteur (Liu et al., 2009). Les différentes lettres signifient des différences

significatives entre les différents extraits d’espéce étudiée (p <0,05).

Les résultats obtenus montrent une présence du pouvoir antioxydant dans les extraits
étudiés avec des valeurs d’IC50 de 11,798 + 0,54 et 20,839 + 0,08ug/mL pour la décoction et
I’infusion, respectivement. Le potentiel antioxydant remarqué sur I’extrait aqueux de Z. lotus

par la méthode d’extraction aqueuse est supérieure a celui trouvée par Salah (2016) a
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démontré que I’extrait de méme espéce de la région de Chlef possede une ICsy de 133,100+
1,85ug/ml. Les résultats obtenus montrent que les feuilles de Z. lotus sont riches en
polyphénols et surtout en flavonoides. Ces derniers sont des composeés phénoliques connus
par leurs activités antioxydante et anti-radicalaire (Barreca et al., 2011). Mais la qualité de
ces molécules sera beaucoup plus intéressante puisqu’elle détermine I’ampleur de propriétés
biologiques (Bettaieb et al., 2016). L’action de ces antioxydants est supposée d’étre due a
leur structure, au nombre de groupements donneurs d’hydrogéne et au nombre élevé des
groupements hydroxyles présentant une activité antioxydant élevée (Heim et al., 2002).
L’activité antioxydante des extraits testés pourrait étre due a la présence de flavonols
glycosides (tel que glicosides de quercitine) et I’acide gallique présents dans ces extraits
(Longo et al.,2007). Zhang et al. (2011) ont estimé les propriétés antioxydantes de la
quercétine. Les feuilles contiennent des taux plus élevés en phénols totaux, en flavonoides que
les fruits, bien que les deux extraits aqueux aient des activités antioxydantes importantes
(Ghazghazi et al., 2014).
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Figurel10. Etude de I’activité antioxydante de différents extraits de Zizyphus lotus
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Tableau 09. Activité antioxydante et teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux

des extraits aqueux des feuilles de Z. lotus

Activité antioxydante Décoction Infusion Acide* Catéchine*  Trolox*

ascorbique
(valeurs d’ICs; en

Hg/mL)

12,12 +0,19 19,502+0,71 0,45+0,02 105+0,01 28+0,04
Test de DPPH

11,8+0,54 20,84+0,08 0,32+0,01 29+04 3,3+0,01
Test de  pouvoir

réducteur

Polyphénols totaux 158,16 £ 5 100,02 + 4

(mg/g)

Flavonoides totaux 54,75+ 2,79 40,82
(mg/g)

* acide ascorbique, catéchine et trolox sont des substances de référence utilisées comme des
témoins positifs pour 1’activité antioxydante qui a été exprimée sous la forme de valeurs ICs
(moyenne £ SD), ce qui signifie que plus cette valeur est faible, plus le pouvoir antioxydant
est fort. ICso: la concentration d'extrait correspondant a 50% de I'activité antioxydante ou a 0.5
de l'absorbance dans le test du pouvoir réducteur. Les différentes lettres signifient des
différences significatives entre les différents extraits des especes étudiées (p <0.05).Les
valeurs des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux sont exprimées en mg
équivalent d’un standard par g de matiére séche (moyenne + SD). Les différentes lettres
signifient des différences significatives entre les différents extraits de plantes testées (p
<0.05).
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Conclusion

Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. Une étude des propriétés antioxydantes a concerné une plante
appartient a la famille des Rhamnacées, employée en Algérie grace a ses propriétés

thérapeutiques.

Quantitativement, I’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la
méthode de Folin-Ciocalteu révéle la présence des quantités importantes en polyphénols dans
les deux extraits de I’infusion et la décoction. De méme, nous avons dosé les flavonoides par
la méthode d’AlICI3 qui nous méne a conclure que cette plante contient une quantité
considérable de flavonoides. Il ressort de ces analyses que les extraits des feuilles du Zizyphus

lotus est riche en flavonoides.

Le potentiel anti-radicalaire des extraits a été déterminé par deux méthodes: test de
DPPH et le test de réduction de fer (FRAP).Les résultats obtenus montrent que ces extraits
possedent une activité antioxydante. Donc cette plante contient des molécules qui sont
considérées comme des agents antioxydants de premiere classe et peuvent étre employées

pour des applications thérapeutiques.

En fin, la biodiversité des plante médicinale traditionnellement connu dans n’outrepasse
caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre

exploitées par les recherches, de cet effet, et comme perspectives on propose de :

» Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux
différents problémes de la santé et d’€tre un alternatif des médicaments synthétiques.
» Développer des médicaments anti radicalaires a base de plantes, doués d’une activité

antioxydante.
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