Ayt gk gl &y i 51 & 5 sgean)

République Algérienne Démocratique et Populaire
ralad) Gall g Mad) alail) 305 g

Ministére de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université Amar TELIDJI Laghouat D) Y1 Al les daala
Faculté des sciences PRV
Département de Biologie ,Q_\&\ ‘J} L sl gl anid

MEMOIRE DE FIN D’ETUDES
En vue de ’obtention du diplome de Master en Biologie

Option : Biochimie appliquée

Théme

ETUDES PHYTOCHIMIQUES DU
ZIZYPHUS LOTUS L

Présenté par : Melle BEN ATMANI Wahiba

Devant le jury : Melle BEN HACINE Djouhar
Mme HADJ AISSA Fatima. Z Promotrice MAA Université Amar thelidji — Laghouat
Mme NEBEG Halima Présidente MAA Université Amar thelidji — Laghouat
Melle ZAKHROUF Zohra Examinateur MAA Université Amar thelidji — Laghouat

Année Universitaire 2019 - 2020.

Soutenu publiquement le : 20/09/2020




Résume
La comparaison de la composition en polyphénols des extraits de différentes parties de Zizyphus lotus
récoltés de différentes régions et leurs activités antioxydantes fait 1’objectif de ce travail. Le
rendement des extraits méthanoliques sont plus importante que les extraits éthanoliques, contenant
ainsi des proportions variables de flavonoides, alcaloides, tanins et saponines. Les teneurs en phénols
et flavonoides sont plus élevées dans les extraits éthanoliques (34,72 + 0,004 mg EAG /g MS) et
(26,66 + 0,07 mg EAG/g MS) que méthanoliques (33,74 + 0,022 mg EAG/g MS) et (11,94+0,01 mg
EAG/g MS) respectivement, avec une variation remarquable entre les déférentes parties de la plante
étudié et les régions de récolte. Le test de DPPH a montré des activités antioxydantes différentes
entre les extraits éthanoliques et méthanoliques avec desICg, (0,062 a 0,614 mg/ml) et (0,683 a 1,760
mg/ml) respectivement, une remarque qui a été aussi enregistrée dans le test de FRAP avec
desICs, (0,151 & 1,500 mg/ml et 0,200 a 3,500 mg/ml) pour les deux extraits EtOH et MeOH
respectivement.

Mots-clés : Zizyphus lotus, extrait éthanolique, extrait méthanolique, activité antioxydante,
DPPH, FRAP.

Abstract

The comparison of the polyphenol composition of extracts of different parts of Ziziphus lotus harvested from
different regions and their antioxidant activitiesis is the objective of this work. The yield of the methanolic
extracts are greater than the ethanolic extract, thus containing variable proportions of flavonoids, alkaloids,
tannins and saponins. The levels of phenols and flavonoids are higher in ethanolic extracts (34,72 + 0,004 mg
EAG / g MS) and (26,66 + 0,07 mg EAG / g MS) than in methanolic extracts (33,74 + 0,022 mg EAG / g MS)
and (11,94 + 0,01 mg EAG / g MS) respectively, with remarkable variation between the differents parts of the
plante studied and harvest regions. The DPPH test showed different antioxidant activities between the ethanolic
and methanolic extract wich 1C5,(0,062 and 0,614 mg / ml) (0,683 and 1,760 mg / ml) respectiyely, a remark
which was also recorded in the FRAP test with IC5,(0,151- 1,500 mg / ml and 0,200- 3,500 mg / ml) for the two
extracts EtOH and MeOH respectively.

Keywords: Zizyphus lotus, ethanolice xtract, methanolic extract, antioxidant activity, DPPH, FRAP.
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Introduction

De tous temps, I’Homme a entretenu des relations étroites avec les plantes qui
I’entouraient. Ces plantes ont été utilisées a des fins diverses. Au début 1'Homme s’en servait
pour se nourrir. Au fil des temps ses connaissances s’élargissant, il leurs trouva d’autres
utilités telles que matériaux aux usages multiples (poison de péche ou chasse, lit, stimulant...)

et comme médicaments, afin de soigner diverses maladies (Moctar, et al., 2020).

De nos jours, les vertus thérapeutiques des plantes présentent un regain d’intérét grace
a DPamélioration des techniques extractives et aux progres des méthodes d’analyses
structurales pour la découverte de nouveaux principes actifs. On estime que deux tiers des
médicaments actuels ont une origine naturelle obtenus par hémi synthése ou par modification

d’un produit naturel.

Les plantes constituent une source immense de molécules chimiques complexes
(métabolites secondaires), largement exploités dans les industries cosmétologiques,
agroalimentaires et pharmaceutiques. Parmi ces métabolites, on distingue les terpénoides, les
alcaloides et les polyphénols. Ces derniers sont essentiellement connus pour leurs nombreuses
activités biologiques, parmi lesquelles : leur actions antioxydantes, anti-inflammatoires,

anticancéreuses et antimicrobienne (Saffidine K. , 2015).

Ziziphus lotus L étant I’'un des Plante largement utilisée dans la medecine
traditionnelle. En Outre, elle présente un grand intérét sur le plan nutritif, cosmétique et
médicinal. Ses activités anti-inflammatoire, analgésique, antifongique et antidiabétique ont été
largement soulignées (Abu-Zarga et al.,1995 ; Abdel-Zaher et al.,2005 ; Suksamrarn et
al.,2005).

En raison de valoriser les potentialités, que culminent les extraits de cette plante, que
nous avons menés ce travail, en vue de mettre en évidence leur composition chimique et leur
pouvoir antioxydant. D’ou nous avons cherché a évaluer I’activité antiradicalaires des extraits

éthanoliques et méthanoliques de trois parties de Ziziphus lotus.



Introduction

Ce mémoire est subdivisé en deux grandes parties principales :

Une partie théorique qui englobe et rassemble des données théoriques sur les plantes

médicinales, les métabolites secondaires et les activités biologiques.

La seconde partie concerne la partie expérimentale, qui comporte deux chapitres, l'un
sur le matériel et méthodes de travail ; et la deuxiéme regroupe 1’ensemble des résultats qui
seront suivis par une discussion. Une conclusion générale résume 1’ensemble des résultats
issus de cette étude et présente les perspectives de recherche concernant toutes les étapes a

réaliser dans ’avenir.






Chapitre I : Synthése bibliographique

1. Description botanique du Ziziphus lotus L

Le Ziziphus lotus (jujubier) est un arbuste fruitier, épineux appartenant a la famille des
Rhamnacées. Communément appelé en Afrique du Nord "Sedra”. Il forme des touffes de

quelques metres de diameétres pouvant atteindre 2 m de haut.

Ses feuilles sont courtement pétiolées, glabres, caduques alternées et ovales a marges
entieres. Chaque feuille porte a sa base deux stipules transformées en épine inégale et
vulnérable. Les fleurs sont jaunes, pentamétres et groupées en inflorescence cymeuses. Les
fruits sont des drupes a noyaux soudés, I’endocarpe mucilagineux appelé "Nbeg” (Figure 1)

(Djemai Zoughlache, 2009).

Figure 1 : Photo des plantes de Z. lotus.

1.1. Nomenclature du Z. lotus

e Nom accepté : Ziziphus lotus Lam.
e Taxons intraspécifiques : Z. lotus ssp. Lotus, Z. lotus ssp. Saharae

e Noms vernaculaires

Francais : Jujubier sauvage, Jujubier des Lotophages, Jujubier, Dindonnier.

Arabe : Sedra, Djerdjer, Azar, N’beg.



Chapitre I : Synthése bibliographique

1.2 Classification botanique
La classification scientifique du Ziziphus lotus L selon de nombreux chercheurs, Il est

classé comme indiqué dans le tableau suivant.

Tableau 1 : Classification botanique de Z. Lotus (Amari & Gourissi, juin 2017 )

Régne Embranchement Sous Sous classe  Ordre Famille Genre Espéce

embranchement

Végétale  Spermatophytes Angiospermes Dicotylédone Celastrale Rhamnacées Ziziphus Ziziphus

lotus

Lam.

1.3 Répartition géographique

1.3.1 Dans le monde

Les Rhamnacées sont présentes dans le monde entier, mais plus particulierement dans
la région tropicale et subtropicale. Elles sont trés anciennes. Cette famille est constituée des
arbres, arbustes, souvent épineux, et les feuilles possédent des stipules, parfois épineuses, ces
feuilles sont alternes ou plus rarement opposées ou palmées, a réseau tertiaire souvent grillage

et en relief.

Distinguer les arbustes du Z. lotus des plantes voisines dans les images de
télédétection de différentes régions est complexe pour les non-experts et pour les méthodes de
classification automatique, car les plantes environnantes et le fond du sol difféerent fortement
(Emilio Guirado, et al., 2017).

Le genre Zizyphus renferme environ 50 espéces des régions tropicales et subtropicales
de deux hémispheres. Alors, 1’espece Z. lotus est spontanée dans le sud d’Espagne et du
Portugal, en Sicile, en Grece, et aussi dans les steppes désertiques d’Afrique du nord
(Hamdad, 2017).
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1.3.2 En Algérie

Le Z. lotus est répandu dans toute 1’Algérie sauf le Tell Algéro-Constantinois. Il est
trés répandu dans les régions arides d’Algérie du sud, Ain Oussara et Maessad (wilaya de
Djelfa) au climat aride et a Taghit de la wilaya de Bechar au climat saharien (Hamdad,
2017).

1.4 Composition biochimique
Les études phytochimiques menées sur le Ziziphus lotus montrent la présence des
métabolites primaires et secondaires (Hamza & Meziani, 2015). Les tableaux 2 et 3

représentent les différentes compositions en métabolites primaires et secondaires.

1.4.1 Métabolites primaires

Tableau 2 : Pourcentage des compositions primaires du Z. lotus (Hamza & Meziani, 2015)

Métabolites Protéines  Carbohydrates Lipides Sucres
Primaire
Pourcentage% 19.11% 40.87% 32.92% 20%

1.4.2 Métabolites secondaires

Le Z. lotus est connu par son contenu en molécules biologiquement actives tels que les
polyphénols (flavonoides, tanins), les triterpénes, les anthraquinones, les alcaloides
(cyclopeptides et isoquinolides), les saponosides. (Hamza & Meziani, 2015). Le fruit et la
pulpe de Z. lotus contenaient des teneurs en vitamine A et en C supérieures a celles des autres
parties de la plante et les feuilles étaient la source la plus riche en vitamine E et en acide

linolénique, précurseur des acides gras. (Mesrane, 2018).
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Tableau 3 : Composition chimique de différents organes végétaux du Z. lotus (Hamza &
Meziani, 2015)

Organe végétal Composition chimique
Feuilles Flavonoides, tanins et alcaloides.
Saponines de type dammarane :
-jujuboside B

-jujubogenin glycoside

Ecorces de racines Flavonoides
Tanins
Alcaloide
Fruits Flavonoides, Tannins et Saponines.

1.5 Activités biologiques et thérapeutiques de Z. lotus

1.5.1 Activités antioxydante et anti-inflammatoire

Plusieurs études ont signalé que les extraits de Z. lotus possedent des effets anti-
inflammatoires et des propriétés antioxydantes. Dont elle est riche en nombreux composés
antioxydants tels que les acides phénoliques, flavonoides, alcaloides et saponines. Ces
composants ont été montrés pour prévenir le stress oxydatif et I'inflammation par réduction

des especes réactives de l'oxygene.

Nombreux in vitro les études ont montre la capacité des différentes parties de Z. lotus
pour piéger les radicaux libres, par exemple, dans la peroxydation lipidique, entrainant des
dommages cellulaires. De plus, chez les rats diabétiques, I’extrait aqueux de racines et feuilles
fortement augmente le taux d'hémolyse et de glutathion réductase et diminue l'activité de la

catalase.

L’activité anti-inflammatoire est di aux des saponosides et des oligoméres
flavonoiques totaux (OTF) des racines. Les résultats des travaux précédents ont montré que
les saponosides et les OTF des ecorces de racine de Ziziphus lotus montrent une inhibition
maximale de ’cedéme de la patte (induit expérimentalement chez la souris). De plus méme
équipe a prouvé que l’autre extrait des racines (aqueux, chloroformique, acétate d’éthyle et
méthanolique) et D’extrait des feuilles possédent des activités anti-inflammatoire et
analgésique (ADra & Manel, 2018).
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1.5.2 Activités antimicrobiennes

Des études faites ont montré qu’un alcaloide de cette espece présente une activité
antibactérienne significative. Mais beaucoup de groupes de recherches ont étudié 1’activité
antimicrobienne des extraits de plantes médicinales telles que Z. lotus, ils ont trouvé que ces
extraits sont actifs non seulement contre les bactéries mais aussi contre les champignons, les
levures et les virus (ADra & Manel, 2018).

1.5.3 Activités antiulcérogénes

Les extraits aqueux des racines, des feuilles et des fruits de Z. lotus possedent une
activité anti-ulcérogénique grace a la présence des tanins et des flavonoides connus par leur
effet gasetroprotecteur. (Adra & Manel, 2018).

1.6 Les plantes médicinales
Les plantes médicinales ont fait I’objet de beaucoup d’études grace aux principes actifs qui
different d’une plante a une autre créant ainsi une biodiversité remarquable. Plus de cinq mille

substances naturelles différentes ont été identifiées.

Les propriétés médicinales des plantes sont dues a des produits bioactives. Les plantes
synthétisent de nombreux composés appelés metabolites primaires qui sont indispensables a
leur existence. Ceux-ci englobent des protéines, des lipides et des hydrates de carbone qui
servent a la subsistance et a la reproduction, non seulement de la plante elle-méme mais

encore des animaux qui s'en nourrissent.

De plus, les plantes synthétisent une gamme extraordinaire d'autres composés appelés
métabolites secondaires dont la fonction est loin de faire l'unanimité. De nombreux
métabolites secondaires sont des « antibiotiques » au sens large, car ils protégent les plantes
contre les champignons, les bactéries, les animaux et méme les autres plantes (Amari &
Gourissi, juin 2017).

1.6.1 Les principes actifs
Les plantes médicinales contiennent une infinité de principes actifs dont la nature et les

propriétés sont mieux connues.

Les plantes médicinales sont parfois récoltées a I’état sauvage mais beaucoup d’entre elles
sont cultivées a grande échelle (Digitale, Pavot, Chanvre, etc.) pour répondre a la
consommation. Les méthodes de sélection ou de manipulation génétiques sont également

utilisées pour augmenter leur teneur en principes actifs.
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Certaines familles sont particulierement riches en principes actif (Papavéracées,
Apocynacées, Liliacées, Rubiacées, Solanacées, Lamiacées). Certaines plantes sont
inoffensives telles que le Tilleul, la Camomille, la Menthe, etc. D’autres, trés nombreuses,
sont toxiques et ne doivent étre utilisées que sous forme pharmaceutique, telle que la Digitale,
la Belladone, le Colchique, etc. L’emploi inconsidéré de plantes cueillies dans les champs

peut aboutir a des intoxications graves, voire mortelles (Amari & Gourissi, juin 2017 ).

1.6.2 L’usage traditionnel du Z. lotus

Dans certaines maladies inflammatoires et douloureuses est trés connu.

Le miel du jujubier considére comme étant I'un des miels les plus chers au monde, est tres
recherche pour ses qualités thérapeutiques notamment contre les maladies du foie, de
I’estomac et le diabéte et autres, mais il est surtout recherche pour ses propriétés

aphrodisiaques, il est trés répandu au Maroc, en Tunisie et au Yémen.

Ces feuilles, et I’écorce des racines possédent une importante activité anti-
ulcerogénique attribuée a la présence des tanins et des flavonoides connus par leur effets
gastro-protecteur, et ces fruits sont décrits comme adoucissant et entrent dans le traitement de

la gorge et les irritations broncho-pulmonaires (Hamdad, 2017).

Les racines sont utilisees contre les maladies vénériennes comme la syphilis et la
blennorragie. Le décocté des racines est utilisé par les personnes diabétiques comme

hypoglycémiant.

Les racines astringentes prises en décoction soigne la diarrhée et est utilisée dans le
traitement des hémorroides. Les feuilles de Z. lotus sont utilisées contre les piqures des
vipéres au Sahara et les fruits sont préconisés dans le traitement de la gorge et les affections
respiratoires (Adra & Manel, 2018) .

L'arbre Sedra est un arbre béni mentionné dans le Saint Coran en de nombreux endroits
et dans I’Islam, les feuilles de sidr sont surtout utilisées dans le cadre de la roqya pour traiter
le mauvais ceil, la sorcellerie et le toucher par les djinns (démons). Les feuilles de sidr sont
aussi utilisées pour nettoyer le corps d’un défunt musulman en le mélangeant avec de I’eau.

Elles sont également entreposées dans les draps qui entourent le défunt (Sunna, 2019).
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2. Le stress oxydant

Dans les systémes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre
entre la production d’espéces réactives d’oxygene (ERO) et leur destruction par des systéemes

de défense antioxydants (Ammari & Laouar, 2019).

Le stress oxydant est le déséquilibre entre la génération des especes réactives
d’oxygéne et la capacité des corps a neutraliser et a réparer les dommages oxydatif (Berkal &
Bouchama, 2016).

Dans les conditions quotidiennes normales, les especes réactives d’oxygénesont
produites en faible quantité comme des médiateurs tissulaires ou des résidus des réactions
énergétiques ou de défense, et cela sous le contrle de systéemes de défense adaptatifs par
rapport au niveau de radicaux présents. Dans ces conditions, on dit que la balance pro

oxydant/anti-oxydants est en équilibre (figure 2) (Ammari & Laouar, 2019).

Niveau
physiologique
Stress oxydatif d’ERO Manque d’ERO

Antioxydants

i Vitamine E

APX / GR / T _Slutathion
Catalase = Ascorbate

-
POX / FR); Caroténoides
sSOoD

R i 1 hyd 1
adica_ z roxyle

Per

Oxygeéne singulet

Figure 2 : Schématisation de la balance entre les espéces réactives d’oxygene et les antioxydants
(Ammari & Laouar, 2019).

2.1 Stress oxydant et pathologies humaines

Les radicaux libres réagissent avec les tissus voisins causant des Iésions oxydatives par
extension de proche en proche, lésant les acides nucléiques, les lipides, les protéines et les
hydrates de carbone. Cette oxydation provoque des dommages sur tout l’organisme,

accélérant le vieillissement et la dégradation des cellules et des tissus.

La recherche de ces deux derniéres décennies a montré que de nombreuses pathologies
humaines sont causées ou favorisées par le stress oxydant : cancer, cataracte, sclérose latérale,
syndrome de détresse pulmonaire aigu, oxydation des LDL, cedéme pulmonaire,

vieillissement accéléré et inflammation. Il sera aussi I’'un des facteurs potentialisant la genése

-11 -
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de maladies plurifactorielles telles que le diabete, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et

les maladies cardiovasculaires (Benkaddour & Ben abd allah, 2019).

2.1.1 Les Radicaux libres

Un radical libre (RL) est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un électron
non apparié, extrémement instable, ce composé peut réagir avec les molécules les plus stables
pour apparier son électron, il peut arracher un électron (se comportant comme un oxydant),

soit en cédant un électron (agissant alors comme un réducteur) (Berkal & Bouchama, 2016).

La présence d’un électron célibataire confére aux radicaux libres une grande réactivité
(demi-vie courte) et ils peuvent étre aussi bien des espéces oxydantes que réductrices. Cette
instabilité rend difficile leur mise en évidence au niveau des différents milieux biologiques
(Ammari & Laouar, 2019).

Parmi les radicaux formés chez les végétaux on distingue :

- Anion superoxyde (O2°-)
- Peroxyde d’hydrogéne (H202)
- Radical hydroxyle (HO") (Ammari & Laouar, 2019).

2.1.2 Origine des radicaux libres

Les radicaux libres sont produits continuellement a l'intérieur et a I'extérieur de la cellule

eucaryote par divers mécanismes. On parle donc de deux sources exogenes et endogenes :
e Sources exogenes

Les sources exogenes peuvent étre représentées par des facteurs environnementaux,
pollutions diverses, produits chimiques ainsi que des contaminations par des meétaux

lourds ou certaines carences nutritionnelles (figure 3).

e Sources endogénes

Les enzymes pro-oxydantes, incluant la NADPH-oxydase, la NO-synthase ou la
chaine du cytochrome P450 peuvent générer des RLO, lors du transport des électrons dans
la chaine respiratoire des cellules aérobies, une réduction incompleéte de 1’02 peut
apparaitre pour 1 a 2% de I’oxygene moléculaire conduisant a la formation de RLO,

surtout 1’anion O2¢ (Berkal & Bouchama, 2016).
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Figure 3 : Origine des radicaux libres.

2.1.3 Réles biologiques des radicaux libres

Les radicaux libres jouent des rdles essentiels dans le bon déroulement de la réaction
immunitaire par l'activation de la NADPH oxydase, l'action des superoxydesdismutases
(SOD) et la NO Synthase qui aboutissent a 1’Os-, H202, HO- et autres radicaux libres. La
présence de chlore donnera la naissance a 1’acide hypochlorique HOCI, c’est 1’oxydant
microbicide le plus puissant dans la phagocytose des bactéries et des parasites par les

macrophages ou les polynucléaires.

Les radicaux libres peuvent aussi en tant que molécules de signal et intervenir dans la

communication intracellulaire et intercellulaire et participent a I’expression de certains génes

et a leur régulation (Benkaddour & Ben abd allah, 2019).
2.2 Les conséquence biologiques du stress oxydant

Les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrémement variables selon la
dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et
I'expression de protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront l'apoptose, alors que de
forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane
cellulaire, entrainant des lyses immédiates. De nombreuses autres anomalies biologiques sont
induites par le stress oxydant : mutation, carcinogenése, malformation des feetus, dépot de

protéines anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dépdt de lipides oxydés,
immunosuppressions. Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant I'apparition de
maladies plurifactorielles tel que le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les

maladies cardiovasculaires (Favier A, 2003).
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3. Les métabolites secondaires

Le terme « métabolite secondaire », qui a probablement été introduit par Albrecht
Kossel en 1891, est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés chimiques dans les
plantes, qui sont responsables des fonctions périphériques indirectement essentielles a la vie
des plantes, telles que la communication intercellulaire, la défense et la régulation des cycles

catalytiques.

Les métabolites secondaires (SM) sont présents dans toutes les plantes supérieures, et
une répartition limitée dans l'organisme de la plante, dont plus de 200.000 structures ont été
définies et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont produits en faible quantité.
Ces molécules marquent de maniére originale, une espece, une famille ou un genre de plante

et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique (Berkal & Bouchama, 2016).

3.1 Classification des métabolites secondaires
On peut classer les SM en trois grands groupes : les composés phenoliques, les
terpénes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de

composes qui possedent une trés large gamme d'activités en biologie humaine.

Les composés phénoliques ou les polyphénols (PP) constituent une famille de
molécules trés largement répandues dans le regne végétal. Ils sont des produits du
métabolisme secondaire des plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Ce qui signifie qu’ils
n’exercent pas de fonctions directes au niveau des activités fondamentales de 1’organisme

vegeétal, comme la croissance, ou la reproduction.

Les composes phénoliques jouent un role fondamental, car sont des éléments importants
de qualités sensorielles (couleur et caracteres organoleptiques) et nutritionnelles des végétaux,
tels que les légumes, les fruits, les céréales ou les fruits secs, ainsi que dans les boissons, le

café, le cacao ou le thé.

Une alimentation équilibrée fournit a ’homme environ un gramme de polyphénols
chaque jour, soit dix fois plus que de vitamine C et 100 fois plus que de caroténoides ou
vitamine E (Berkal & Bouchama, 2016).

3.2.a Structure chimique
Les polyphénols caractérisés par un ou plusieurs noyaux aromatiques hydroxylés. Les
polyphénols sont classés en différents groupes en fonction du nombre de noyaux aromatiques

qui les composent et des substituants qui les relient (Berkal & Bouchama, 2016).
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3.2.b Biosynthése des polyphénols
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Figure 4 : Représentation des voies de biosynthese des polyphénols (Berkal & Bouchama, 2016).

3.2.c Classification des polyphénols

On distingue les acides phénoliques (phénols simples), les flavonoides, les lignanes, les
stilbénes, les coumarines et les tannins.

Ces composes sont dérivés de deux sous-groupes distingués : Les acides
hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont I’acide caféique, 1’acide férulique, I’acide
chlorogenique, et les acides hydroxybenzoique, mais les plus répandus sont I’acide salicylique

et ’acide gallique. Sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et médicinales.

Et présents chez toutes les céréales ils sont considérés comme substances

phytochimiques avec des effets probiotique, antioxydant, de chélation et anti-inflammatoire.

Leur toxicité est tres faible car ils sont considérés non toxiques. Les mieux caractérisés
pharmacologiquement, sont I’acide caféique et 1’acide férulique qui montrent 1’effet
anticancéreux au niveau des poumons chez les souris, alors que I’acide gallique agit par le
méme effet en prévenant le déclanchement du cancer cesophagien chez les rats (Berkal &

Bouchama, 2016).
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e Les flavonoides

Le terme flavonoide (de flavus, « jaune »> en latin) désigne une trés large gamme de

composeés naturels appartenant a la famille des polyphénols.

Les flavonoides constituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et
rouge de différents organes végétaux. Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous
forme libre (aglycone) ou sous forme de glycosides. On les trouve, d’une maniere générale
dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines,
tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits et jouent un réle important dans la protection des plantes.
Des remedes a base de plantes renfermant ces composés sont utilisés en médecine

traditionnelle a travers le monde entier (Berkal & Bouchama, 2016).

Figure 5 : Structure de base des flavonoides (Panche & Chandra, 2016).

e Leslignanes

Le terme lignane a I’origine présenté par Haworth en 1936. Ils sont les dimeres des

unités de phenylpropane (C6 C4).

Les lignanes constituent une classe importante de métabolites secondaire dans le regne
végetal. La distribution botanique est large : plusieurs centaines des composés ont été isolés
dans environ soixante-dix familles chez les gymnospermes, Ils sont surtout rencontrés dans
les bois alors que chez les Angiospermes, ils ont été identifiés dans tous les tissus, Ils ont été
découvert dans toutes les parties des plantes : les racines, les feuilles, les fruits est les graines
(figure 6) (Berkal & Bouchama, 2016).
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Figure 6 : Structure des lignanes (Berkal & Bouchama, 2016).
e Les stilbenes

Les Stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, dont la structure est C6-C2-C6 comme les
flavonoides, formant un systeme conjugué. Cette particularité leur confere une grande
réactivite due a la résonance des électrons sur la totalite de la molécule. Les stilbénes sont des
phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a l'attaque par les microbes
pathogenes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des stilbénes sont les

raisins, les vins, le soja et les arachides (figure 7) (Berkal & Bouchama, 2016).

Figure 7 : Structure d’un stilbéne (Yezza & Bouchama, 2014).
e Lescoumarines

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels, elles donnent
une odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché. A I’exception des
algues, ces composés sont les constituants caractéristiques du regne végétal chlorophyllien.
Les familles les plus riches en coumarines sont : Légumineuse, Rutacées, Apiécées et
Thymeleacées. Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les
fruits et les huiles essentielles des graines. Le squelette de base des coumarines est constitué

de deux cycles accolés avec neuf atomes de carbone (Berkal & Bouchama, 2016).
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Figure 8 : Le squelette de base des coumarines (Meriem & Sadaoui, 2019).
e Lestannins

Les tannins (ou tanins) sont des substances d’origine végétale qui ont la propriété de

transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible : le cuir.

Cette propriété de tannage provient de la création de liaisons entre les molécules de
tannins et les fibres de collagéne de la peau. D’un point de vue biochimique, une premiére
définition a été proposée par Bate-Smith, (1973) c’est que les tanins sont des composés
phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire (PM) compris entre 500 et 3000 Da, ils
sont caractérises de se combiner aux protéines et a d’autres polymeéres organiques tels que des
glucides, des acides nucléiques, des steroides et des alcaloides pour former un précipité
(Berkal & Bouchama, 2016).

Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux groupes :

» Les tannins hydrolysables :

Les tannins hydrolysables (THs) sont des oligo- ou poly-esters d’un sucre, en général le

glucose, associés a des molécules d’acide-phénol

Ils sont classés selon la nature de 1’acide-phénol : Les tannins galliques et Les

tannins éllagiques (Berkal & Bouchama, 2016).

» Les tannins condensés
Les tannins condenses (TCs), ou proanthocyanidols, sont des polyphénols appartenant
a la famille des flavonoides. Ils sont chimiquement définis comme étant des oligomeres ou
des polymeres d’unités de flavanoides. L’unité de base (ou monomere) des TCs est un
flavan-3-ol (catéchine), liés par des liaisons de type C-C (Type B) ou C-O-C (type A)
(Berkal & Bouchama, 2016) .
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Objectif

Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire de biochimie, département de biologie
université Ammar Telidji-LAGHOUAT. Le présent travail a pour objectif de 1’étude
phytochimique et d’évaluer I’activité antioxydante des composés phénoliques d’un plante
largement utilisées dans la médecine traditionnelle : Zizyphus Lotus L, en utilisant les
méthodes d’extraction des composés phénoliques et de piégeage des radicaux libre DPPH et
le test de FRAP.

1. Matériel végetal

1.1 Choix de la plante

Zizyphus Lotus L. ¢’est une plante spontanée qui pousse dans des régions a caractére
climatique semi-aride et aride. 1l possede des activités antioxydante et hypoglycéemiante, du
fait de sa richesse en composés phénoliques. Donc cette plante a été choisie pour son potentiel

biochimique important.

Le but de cette étude est de quantifier les composés phénoliques de cette plante
appelée communément : Sedra (Zizyphus Lotus L), et de comparer cette composition entre
les régions, et aussi entre les différentes parties de la plante. Les parties de Z. Lotus. Qui font

I’objet de cette étude sont : feuilles, tiges, racines.

1.2. Collecte du matériel végétal
La collecte a été effectuée au début du mois de décembre (11/12/2019) dans La Wilaya de
Laghouat les deux régions suivantes : Tadjmout (Tad) et Gueltat Sidi Saad (GSS).

i f’

[ 1 Région de GSS I Région de Tad

Figure 9 : Carte géographique montre la région de récolte les deux plantes étudiées

Y

LS
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1.3. Séchage du matériel vegétal
Apres la récolte, les différentes parties du matériel végétal ont été séchés a ’ombre et a la
température ambiante, jusqu’au séchage complet. Une fois séchés, ils ont été réduits en

poudre puis soumis a I’extraction.

2. La méthode d’extraction

2.1 Préparation des extraits
Les différentes parties de Zizyphus Lotus L ont été réduites en poudre premiérement avec un
mortier et ensuite écrasées avec une machine manuelle mécanique. Les poudres ont été

conservées dans des sacs en papier a I’abri de la lumiere.

Le matériel vegétal de Z. lotus a été utilisé dans 1’extraction par macération avec des solvants

de polarité croissante ; méthanol et eau, éthanol.

2.2. Méthode d’extraction des polyphénols
Les composes phénoliques ont été extraits selon la méthode decrite par M.G.L HERTOG

(1995). Cette méthode comporte trois étapes :

2.2.a Macération

1 g de chaque partie de plante Z. Lotus [feuilles (Fe), tiges (T), racines (R)] finement
broye est maceré simultanément dans 100 ml du meélange (meéthanol/eau : MeOH) (80/20) et
100 ml d’éthanol (EtOH), pendant 48 heures a température ambiante. L’extrait est separé du
tourteau par filtration sur papier filtre (Whatman 0.7um). Apres filtration, le mélange a été

évaporeé a sec a 1’étuve 30°C jusqu’au séchage complet.

2.2.b Dépigmentation
La phase aqueuse ainsi obtenue est lavée trois fois avec 25 ml de 1’éther de pétrole. Le

role de 1’éther de pétrole éliminé les lipides, les pigments et tous les composés apolaires.

2.3 Extraction liquide-liquide

La phase aqueuse a subi une décantation avec 1’acétate d’éthyle (v/v). Par ’ajout de deux
solutions aqueuses l'une de sulfate d’ammonium (20%) et l’autre de 1’acide ortho-
phosphorique (2%), qui facilitent le passage des substances phénoliques vers la phase
organique. La phase organique ainsi obtenu a été séchée en ajoutant une quantité suffisante du
sulfate de sodium anhydre (pour éliminer toutes les traces d’eau distillée apres I’extraction
liquide-liquide) et ensuit évaporée a sec sous vide. Le résidu est repris par 10 ml méthanol.
(Hadj Aissa, 2004).
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3. Calcul le rendement des extraits

La productivité des extraits est le rapport entre la masse de matiere végétale séche extraite
obtenue qui est notée (Me) sur la masse de matiere végétale séche utilisée et symbolisée par

le symbole (Mv) ,Il est calculé en utilisant la relation suivante. (2015 «dwed)

R% = (Me/,,. ) x 100

R% : rendement des extraits en %.
Me : La masse de matiere seche extraite apres évaporation du solvant.

Mv : Masse de matiere vegétale seche utilisée pour I'extraction, qui est égale a 1g.

4. Tests phytochimiques

L’¢tude phytochimique qualitative permet de détecter les différentes familles
chimiques constituants une plante ; les tests y sont basés sur I’intensité du précipité et de la
turbidité, la coloration étant proportionnelle a la quantité de substances recherchées (Lamiae,

Ghizlane, Jamal, & Laila, 2016). Le screening phytochimique a nécessité divers réactifs.

4.1 Test des alcaloides
2 ml de chaque extrait ont eté ajouté avec quelques gouttes de Hcl a 50% pour acidifier le
milieu. La formation d’un précipité jaune indique la présence des alcaloides (Adra & Manel,

2018).

4.2 Test des Saponines
La détection des saponines est réalisée en ajoutant un peu d’eau a 1 ml de I’extrait
aqueux, puis la solution est fortement agitée. Ensuite, le mélange est laissé pendant 20

minutes et la teneur en saponines est évaluée :

* Pas de mousse = test négatif

» Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
* Mousse de 1-2 cm = test positif

* Mousse plus de 2 cm = test trés positif (Kanoun, 2011).
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4.3 Test des phénols
Introduire Quelques gouttes de FeCl; 2% ajoutées au mélange de 1ml de l'extrait et 1 ml

de I'¢thanol a 96% conduit a l'apparition d’une coloration bleue qui indique la présence de

phénols (Adra & Manel, 2018).

4.4 Test des tanins
Leur détection consiste a traiter 1 ml de I'extrait avec 1 ml de la liqueur de Fehling, la
formation d’un précipité rouge brique aprés 2 a 3 min de chauffage au bain-marie a 70°C

indique une réaction positive (Adra & Manel, 2018).

4.5 Test des flavonoides
Un volume de I’extrait est traité avec quelques gouttes de AlCl; (2%), la formation de

couleur jaune, indique la présence de flavonoides (Khacheba, 2020).

5. Dosage spectrophotometrique des composes phénoliques
Dans le but de quantifier le contenu en composés phénoliques des extraits de Z Lotus.

Deux protocoles ont éteé suivis (Benidiri & Benmammar, 2016) :

5.1 Dosage des phénols totaux

Les phénols totaux ont été dosés par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
décrite par Singleton et Rossi en (1965), utilisée dans plusieurs neveux travaux.
(Mbaihougadobé, et al., 2017).

a. Principe

Cette méthode est basée sur les réactions d’oxydoréduction de réactif de Folin-Ciocalteu
(Tirgine, 2016). 11 est constitué¢ d’un mélange d’acide phosphotungstique (H; PW,,0,,) et
d’acide phosphomolybdique (H;PMgy,,0,) (Taouzinet, 2017), qui sont réduit, lors de
I’oxydation des polyphénols, en oxyde bleus de Tengsténe (Wz0,3) et de Molybdéne
(Mpg03) (Hadj Aissa, 2004). Ca en présence de carbonate de sodium (Tirgine, 2016).

b. Mode opératoire

100 pl de chaque extrait dilué a été mélangé avec 500 pl de Folin-Ciocalteu (10 %) et 2
ml de Na,CO5; carbonate de sodium (20%) et 1 ml d’eau distillé. Aprés une heure a
température ambiante et a l’obscurité, L’absorbance de I’extrait a été mesurée par un
spectrophotometre & 760 nm (Adra & Manel, 2018). L’intensit¢ de la coloration est

proportionnelle aux taux des polyphénols présents dans les extraits (Tirgine, 2016).
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c. Courbe d’étalonnage

La courbe d'étalonnage est réalisée avec une gamme d’étalon d’acide gallique
(Mbaihougadobé, et al., 2017). Pour ce faire, une courbe d’étalonnage a été établic au
préalable en préparant une gamme de solution d’acide gallique a différentes concentrations

varient de 0.01 et 0.1mg/ml.

500ul du reactif de (RF-C) dilué 10 fois a été ajouté a la solution d’acide gallique a
différentes concentrations. Puis 2 ml d’une solution de Na, CO5; (20%). Les absorbances ont
¢été mesurées a 760 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-Visible aprés incubation pendant
30 min a 37 °C (Rasmané Abdou, et al., 2015). Les résultats sont exprimés en équivalents

d’acide gallique, apres 1’établissement d’une droite d’étalonnage.

5.2 Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été basée sur la formation d’un complexe entre le
chlorure d’aluminium (AICl;) et les atomes d’oxygéne présent sur les carbones 4 et 5 des
flavonoides (Achouche & Azouzi, 2019). La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée

pour déterminer la teneur en flavonoides dans I’extrait de Z. lotus (Adra & Manel, 2018).

a. Principe

Les flavonoides possedent un groupement OH libre en position 5 susceptible de donner,
en présence de chlorure d’aluminium, un complexe jaunatre par chélation de I’ion Al3, la
coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans
I’extrait (Tirgine, 2016).

b. Mode opératoire

1 ml de chaque extrait dilué au méthanol (avec dilution convenable), est mise a réagir avec 1
ml d’une solution MeOH ou EtOH de tri chlorure d’aluminium (2%). Aprés 15 min
d’incubation a température ambiante et a 1’abri de la lumiére, I’absorbance est mesurée a 430

nm. (Hadj Aissa, 2004).
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c. Courbe d’étalonnage
Une courbe d’étalonnage est établie avec des solutions standards de Quercétine a

différentes concentrations.

Une solution méthanolique de quercétine a été préparée. Des solutions filles préparées
a partir de la solution mére a différentes concentrations comprises entre 0,01 et 0,12 mg/ml
permettront de tracer la courbe d’étalonnage (Ali-rachedi, Meraghni, Touaibia, & Sabrina,
2018).

6. L’études de I’Activités antioxydantes (in-vitro)
L’¢évaluation du pouvoir antioxydant d’un extrait est importante si I’on veut apprécier sa

capacité de défense contre le stress oxydant (Hadj Aissa, 2004).

Dans cette étude, la mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro des différents
extraits issus de la plante étudiée est réalisée par la méthode du piégeage du radical libre
DPPH, et la chélation des ions métalliques comme le Ferric Reducing Antioxidant Power (le
teste FRAP) (Saffidine K. , 2015).

6.1 Evaluation de I’activité antioxydant par Diphenylpicrylhydrazyl (DPPH)

Pour étudier I’activité anti-radicalaire des differents extraits, nous avons opté pour la
méthode qui utilise le DPPH (diphénylpicryl-hydrazyl) comme un radical libre relativement
stable. Dans ce test, les antioxydants réduisent le Diphénylpicryl-hydrazyl ayant une couleur
violette en un composé jaune, dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a

la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Talbi, et al., 2014).

6.1.1 Principe

Ce test est basé¢ sur la mesure de I’aptitude d’un antioxydant a piéger le radical libre
DPPH" (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). Le radical DPPH" est réduit en son hydrazine
correspondant lorsqu’il réagit avec un donneur d’hydrogeéne. La réduction du DPPH
s’accompagne par le passage de la solution d’une couleur violette a une couleur jaune,
I’absorbance est mesurée par spectrophotometre a 517 nm. Une faible absorbance indique une
meilleure activité antiradicalaire (Tirgine, 2016). Le mécanisme est récapitulé dans la Figure
10.
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Figure 10 : piégeage du radical libre DPPH* (Tirgine, 2016)

La disparition de la couleur violette de DPPH est expliquée par la réduction en
Diphényle picryl-hydrazine par un composé a proprieté antiradicalaire, entrainant ainsi une
décoloration (I’intensité de la coloration est inversement proportionnelle a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu). On peut résumer la réaction sous la forme de 1’équation

suivant :
DPPH. + (AH) n —» DPPH-H + (A) n

Ou (AH)n Représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH
(violet) pour le transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune). Ceci permet de suivre la

cinétique de décoloration a 517 nm. (Adra & Manel, 2018) Avec quelques modifications.

6.1.2 Mode opératoire

a. La préparation du DPPH

Le protocole expérimental utilisé est celui de Brand-Williams et al. (1995) avec
quelques modifications. La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 0,0098 g de
DPPH dans 100ml de méthanol (Benidiri & Benmammar, 2016).

b. Préparation de I’extrait

100 pl de chaque extrait dilué par 900 ul de méthanol, puis on ajoute a chacun un
volume de la solution meére (20 pl — 200 ul) et on compléte le volume avec le méthanol
jusqu’a 500 pl, afin d'obtenir des solutions de différentes concentrations. Ces concentrations
ont été ajoutées a 500 pl de la solution de DPPH fraichement préparée (Tirgine, 2016). Le
mélange réactionnel a été agité vigoureusement et incubé 30 min a ’obscurité. Les Abs ont

été mesurées a 517nm.

Un standard de référence représenté par l'acide ascorbique a également été analysé en

respectant la méme procédure.
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L’activité antiradicalaire de chaque extrait a été estimée en pourcentage d’inhibition selon la

formule suivante (Adra & Manel, 2018).

%Inhibition= [(Abs Controle— Abs d’extrait) / Abs contrdle] x 100

6.2 Evaluation de ’activité antioxydante par la méthode de FRAP

La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) peut étre une bonne méthode
pour investiguer le pouvoir antioxydant d’un extrait en évaluant son pouvoir de réduction du
cation ferrique (Benzaoui & Houari, 2016).
6.2.1 Principe

L’activité antioxydante des extraits méthanolique et éthanolique de la plante Zizyphus
Lotus L. a éte évaluée en utilisant la méthode de FRAP. Cette derniére est un essai simple,
rapide et reproductible. (Abbas & Belhout, 2019)

Le test de FRAP est basé sur la réaction de réduction du fer ferrique (Fe3*) présent
dans le complexe ferrocyanure de potassium (K;Fe(CN),) en un fer ferreux (Fe?*) par un
antioxydant (AH) (figure 11). Lors de la réduction du complexe ferrique en complexe ferreux

une coloration bleu vert intense apparait tres rapidement (Guerres & Moussous, 2018).

00
?/ew” 5 N CE/H" 5

Fe (IIT)-TPTZ Fe (I)-TPTZ

/

Figure 11 : Réduction du fer ferrigue en fer ferreux par un antioxydant (AH) (Tirgine, 2016)

-26-



Chapitre 11 : Matériels et méthodes

6.2.2. Mode opératoire

a) milieu réactionnel
La méthode FRAP est décrite par Benzie et al. (1996) et Proteggente et al. (2002) avec

quelque modification. L’analyse de FRAP est réalisée comme suit :

1. Une solution tampon de 300 mM d’acétate, PH = 3.6 [3.1g d’acétate du sodium tri-
hydraté (Riedel-detteen, Geramny), plus 16 d’acide acétique glaciaire, dissoutes dans 1
litre d’eau distillé].

2. Une deuxiéme solution, est préparée de 10Mm (0.01562g) TPTZ dissoute dans 5ml de
HCL
[40 mM (825ul de HCL dans 250ml d’eau distillée].

3. 0.54069 de FeCl;(20mM) dans 100ml d’eau distillé (Hadj Aissa, 2004).

Le réactif de la méthode du FRAP (TPTZ) a été obtenu en mélangeant une solution de

tripyridyltriazine (TPTZ), une solution tampon d’acétate de sodium et une solution FeCl; dans

les proportions 1 :10 :1 (Rasmané Abdou, et al., 2015).

100 pl de chaque dilution de chaque type d’extrait ont été¢ ajoutés 1 ml de solution de

FRAP et ’absorbance a été mesurée aprés 10 min a 593 nm (Hadj Aissa, 2004).
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Chapitre 111 : Résultats et discussions

1. Rendements des extraits bruts

L'extrait de méthanol a été préparé pour toutes les parties de la plante Zizyphus Lotus
par macération pendant 48 heures, Apres filtration et évaporation, nous avons calculé le

rendement, ainsi que l'observation des propriétés des extraits en termes de couleur et de
forme.

Il'y a une grande différence entre les deux types de solvant. Une différence de couleur
a été remarquée entre les extraits méthanoliques qui ont un caractére visqueux et glycosidés

avec une couleur Brun foncé, tandis que les extraits éthanoliques été sous forme de poudre
claire avec une couleur jaune.

Tableau 4 : caractérisation des extraits étudies

Solvant Aspect La couleur Moyenne de Image
d’extraction rendement
Extraits Substance Brune 40% -
MeOH collante et (marron)
gélatineuse %
(visqueux) ‘

Extraits Poudre Jaune 16%
EtOH

.\l

Selon les résultats du tableau on remarque que les extraits MeOH sont récupérés sous forme
gélatineuse de couleur marron. Les extraits EtOH sont récupérés sous forme de poudre. Les
rendements sont variables ou les deux extraits, et les extraits MeOH présentent la moyenne de

rendement le plus élevé 40%, Alors que les extraits EtOH présentent de faible rendement
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16%. De plus ces extraits présentent une bonne solubilité dans le méthanol a I'exception des
extraits EtOH.

L'explication de l'apparition de la couleur brune et de la viscosité des extraits méthanoliques

indique la présence des flavonoides glycosidés (Flavonoide + Ose) dans ces extraits.

L’extraction des composés phénoliques a partir de la mati¢re végétale dépend de plusieurs
facteurs qui contribuent a son efficacit¢ : la méthode d’extraction, la granulométrie des

particules, la durée d’extraction, la nature et le volume du solvant utilisé (Tirgine, 2016).

1.1 Comparaison des taux de R%o entre les extraits MOH et EOH
Les rendements en composés phénoliques dans les extraits méthanol/eau et éthanol sont

représentés dans le figure 12.

Le taux de rendement des extraits méthanoliques est égal au double de celui des extraits

éthanoliques.

Le taux de rendement des extraits MeOH est compris entre 35% et 49%. Et entre 13% et 23%

pour les extraits EtOH.

La méthode d’extraction par macération en utilisant méthanol/eau comme solvant d’extraction
a permis d’obtenir des taux d’extraction plus élevée que la méthode d’extraction en utilisant

I”éthanol (figure 12).

Une variabilité de rendement d’extraction a été observée entre les parties d’extraction, cette
variabilité du rendement dépend du solvant utilisé. Donc le solvant (methanol/eau) est

considéré comme meilleur solvant d’extraction (Figure 12).

60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Rendement %

Fe T R Fe T R

Gueltat Sidi Saad Tadjmout
Régions étudié

= Moyenne de R(%) MeOH
R (%) (meth/eau) =R (%) (éthanol) = Moyenne de R(%) EtOH

Figure 12 : Comparaison des R% entre les extraits MeOH et EtOH.
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1.2 Comparaison des taux de R% entre chaque région et extrait

Gueltat sidi-Saad

] Tadjmout
60% 30%

Rendement % Rendement %

50% 25%

40% |~ 20%

30% = — — 15%

20% [ —  — 0% B —  —

0% = —  — 5% F — —

0% 0%

Fe T R Fe T R Fe T R Fe T R
Gueltat sidi-Saad Tadjmout Guilta sidi-Saad Tadjmout
Région étudié Reégion étudie
Figure 13 : Comparaison des R% entre les Figure 14 : Comparaison des R% entre les
extraits MeOH. extraits EtOH.

Pour les extrait MeOH, des rendements élevés de 49% ; 38% ; 37% ont été enregistrés pour
les extraits des feuilles, tiges, racines de zizyphus lotus L de la région de GSS respectivement,

suivi par les extraits de la région de Tad. 35% ; 39% ; 42% respectivement (figure 13).

En général, on observe une convergence remarquable du taux de productivité entre les extraits

MeOH dans les deux régions, et dans toutes les parties étudiées.

Dans le cas de I’extraction par d'éthanol, un tres faible rendement est observé dans toutes

les parties de zizyphus lotus et dans les deux zones étudiées GSS et Tad (figure 14).

Iy a aussi une convergence du taux de productivité. Les rendements varient de 13% (feuilles
de GSS ; tiges de Tad) ; 14% (racine GSS) ; 17% (feuilles de Tad et tige GSS) ; 23% (racines
de Tad).

On conclure, Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité de substances naturelles
extraites par I’action extractive d’un solvant a la quantité de ces substances contenues dans la
matiére végétale. Il dépend de plusieurs paramétres tels que : le solvant, le pH, la température,

le temps d'extraction et la composition de I'échantillon (Lehout & Laibe, 2015).
Par rapport a d'autres études, nous constatons que :

Une étude réalisée par Marwa Ata Allah et Aisha Megrahi en 2019 a montré que le rendement
de I’extrait MeOH de Z. lotus est (32%) (2019 ¢~ _8a 5 & slhs),
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Une autre étude par Basma Chamsa en 2015 le R% de cette plante est égale (7,28%) pour
I’extrait EtOH, et 7,14%) pour I’extraits aqueuse. Et Par Benhammou en 2012 sur la méme
plante, le R% de I’extrait MeOH (14.305%) Cette différence est due au type de solvant, mais
aussi a la partie végétale étudiée Dans cette étude, les parties aériennes de cette plante tige ont

été utilisées uniquement.) (2015 cdwad),

Une autre étude en 2008 par Djemai Zoughlache a montré que le R% varie d'un solvant a
l'autre ; Lors de I'utilisation méthanol (6.4%), et en 2017 le R% (12.32% + 0.27). Par Abbas a
également mené une étude en 2016 sur la plante Z. Lotus de la région de Tlemcen avec un
macération par I'eau distillée dont le R% est estimé a 15,16% .(2019 ¢4 g 4 slhs)

De plus, la plupart des études disent que lorsque I'on utilise du méthanol comme solvant
d’extraction, la couleur que nous obtenons est brun foncé, et c'est ce qui correspond a notre

étude.

Nous avons remarqué, a travers nos études et les autres études sur la plante de Sedra que la
différence de rendement est due a la différence des solvants, car le melange méthanol/eau a
donné le meilleur rendement gréace a cette recherche, egalement dans une étude en 2008 par
(Zoughlache-Djemai) a donné au méthanol un meilleur résultat que d'autres solvants. Selon
Abbas en 2016, et une étude en 2018, Mesrane ; 2016, Halimi) ont confirmé que les

solvants ont un réle dans I'extraction de substances actives.

La différence est également due aux conditions climatiques (humidité et température) et a la

zone géographique. (2019 ¢ ia 9 4l sthe)
2. Criblage phytochimique

Le screening phytochimique consiste a détecter les différents métabolites secondaires

existants dans les déférentes parties de zizyphus lotus L.

Ces tests phytochimiques sont réalisés sur les extraits préparés dans différents solvants

(eau /méthanol ; éthanol).

La détection de ces composés est basée sur des essais de solubilité des constituants, des
réactions de précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique (Annexe 1)
(Adra & Manel, 2018). Les résultats expérimentaux de nos extraits motionnés dans les

tableaux 3 et 4 montrent la présence ou l'absence de certains groupes chimiques.
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2.1 Les extraits MeOH

Les résultats de cette manipulation indiquent clairement la présence des composeés
phénoliques en abondance, caractérises par une réponse positive au test de chlorure ferrique
(FeCls) et la présence des polyphénols, le test de chlorure d’aluminium (AICl;) et la présence
des flavonoides, et le teste de saponine et tannin dans tous les extrait MeOH. Les composés
phénoliques se sont confirmés par I’apparition d’une coloration bleu et les flavonoides par une
coloration jaune. Alor que, nous avons obtenu des réponses mitigées aux tests des alcaloides
et. Nous n'avons eu obtenu une réponse positive dans le racine de région de Tad et tige de
région de GSS (tableau5).

Tableau 5 : Résultats des réactions de caractérisation des principaux métabolites secondaires

contenus dans les extraits MeOH de Zizyphus Lotus L.

FeGSS TGSS RGSS FeTad TTad R Tad

Polyphénols Bleu ++ +4++ ++ +++ +++ +++

Alcaloides Précipitation - +++ o - - 4+
jaune

Tannins Rouge brique +++ +++ + +++ - +++

Flavonoides Jaune +++ + + ++ F++ 4+

Saponines Mousse blanc +++ +++ +++ +++ +++ ++

2.2 Les extraits EtOH
Selon les résultats du tableau 6 les saponines sont présentes en quantité importante dans les
extraits EtOH. Des réponses positive ont enregistré avec une coloration bleue qui révele
I'existence des polyphénols dans les extraits Fe GSS, Fe Tad, R GSS et T Tad. Et faiblement
positive dans I'extrait T GSS. Mais dans I'extraits R Tad, les polyphénols sont totalement

absents.

Le Flavonoide est fortement positif dans I’extraits Fe GSS et Fe Tad, l'extrait T GSS, T Tad et

R Tad sont plus ou moins positives mais I'extrait R GSS présent un test négative.

Les alcaloides sont moyennement présents dans I'extrait Fe GSS et Tad, T GSS et Tad, Mais

totalement absent dans les autres extraits.

Les tannins sont présents au niveau de tous les extraits du plant avec différentes réponses aux

tests.
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Tableau 6 : Résultats des réactions de caractérisation des principaux métabolites secondaires
contenus dans les extraits EtOH de Zizyphus Lotus L

FeGSS TGSS RGSS FeTad TTad RTad

Polyphénol Bleu ++ + ++ ++ +++ -
Alcaloides Précipitation ++ + - + + -
Jaune
Tannin Rouge brique ++ ++ + ++ + +
Flavonoides Jaune +++ + - 4+ + +
Saponine Mousse blanc +++ +++ +++ +++ +++ +++

(+) Résultat faiblement positif, (++) Résultat positif, (+++) Résultat fortement positif. (-)

résulta négative.

En fin, Les essais phytochimiques effectués sur les extraits (MeOH et EtOH) de la plante de
Zizyphus Lotus L ont révélé la présence des saponines dans toutes les parties étudies, On
remarque dans tous les feuilles de deux régions sont riches en tous types de métabolites
secondaires (polyphénols ; alcaloides; tannins flavonoides). Le reste du métabolites
secondaires est reparti dans des proportions variables entre chaque partie étudie ; Alors que
dans les extraits méthanoliques, nous trouvons une plus grande proportion que d'extraits

éthanolique tableaux (5 et 6).

Une étude en 2007 ou I’analyse phytochimique faite sur ’extrait MeOH des feuilles a
donné des resultats positifs pour les flavonoides et les tanins. lls ont montré aussi que :

I’extrait MeOH des feuilles riches en composés phénolique (Ammari et Gourissi,2017).

Dans une étude réalisée en (2016 Tlemcen, Halimi), la plante Zizyphus Lotus L de contenant

des flavonoides, Qui sont en accord avec ces résulta.

Grace a nos études et autres recherches sur la plante de Z. Lotus, nous pouvons dire que
les solvants ont un réle important dans I'extraction de plus de types de substances actives
(2019 ¢ 8a g 4l sllas)

Sur I’ensemble des résultats obtenus, nous remarquons que les plantes étudiées sont plus ou

moins riches en métabolites secondaires. Les tests phytochimiques réalisés nous ont permis
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d’avoir une idée générale sur la composition chimique des plantes étudiées (Bouchouka,

2016).

3. Teneur en phénols totaux et flavonoides dans les extraits obtenus

La teneur en phénols totaux de chaque extrait de plante a été calculée a partir de la courbe
d’étalonnage exprimée en mg équivalent d’acide gallique par g de matériel séches. Le dosage
des flavonoides a été réalis¢ selon la méthode de chlorure d’aluminium en utilisant comme
standard la quercétine, la teneur en flavonoides est exprimée en mg équivalent de quercétine
par g de matériel seches (Ramdane, 2018). Le choix du dosage de ces substances réside dans
le fait que la majorité des propriétés antioxydantes des plantes leur sont attribués (Amari &
Gourissi, 2017). Les analyses quantitatives des phénols totaux, des flavonoides sont

déterminées a partir des équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage.

3.1 Dosage des phénols totaux
La couleur bleue aprés une heurs d’incubation confirme la présence des polyphénols
qui ont réduit le F-CR. L’intensité de la couleur qui varie entre le bleu clair et le bleu foncé

est fonction de la teneur en polyphénols (Tirgine, 2016).

Le contenu phénolique dans les extraits de Z. lotus est exprimé en termes d’équivalent d’acide
gallique et déterminé a partir de 1’équation de régression linaire :

y =7.0242+0.0147.

0.8
e y =7,0242x + 0,0147
€ 06 R2=0,9936
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Figure 15 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.
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Il existe une différence importante dans la teneur en phénols totaux tous dépend du
type de solvant utilisé d'une part, et d'une partie a une autre de la plante en utilisant le méme

solvant d'autre part.

Tableau 7 : Les teneurs en phénols totaux dans extraits MeOH et EtOH des différentes
parties de Zizyphus Lotus L

Extraits méthanoliques (mg Extraits éthanoliques (mg

Région EAG/g MS) EAG/g MS)
Fe 8,72 +0.006 Fe 21,66+0.006
Gueltat Sidi- T 8,13 + 0.002 T 10,16+0.008
Saad R 11,59+ 0.006 R 12,11+0.007
Fe 29,88 + 0,004 Fe 19,28 +0.005
Tadjmout T 21,88 £ 0,003 T 34,72+0.004
R 33,740,022 R 10,02+0.007

Pour la Teneur en phénols totaux (mg EAG/g MS) des extraits MeOH, la teneur le
plus élevée est celle de la région de Tad de I’ordre (Racine 33,74 mg EAG/g MS ; feuilles :
29,88 mg EAG/g MS ; tiges : 21,88 mg EAG/g MS), suivi par la région de GSS avec des taux
varient entre 8,13 mg EAG/g MS et 11,59 mg EAG/g MS.

Pour la Teneur en phénols totaux (mg EAG/g MS) des extraits EtOH de deux régions
GSS, Tad. On constate une tres faible teneur dans les racines (10,02 mg EAG/g MS) pour la
région de Tad, alors que le reste des parties de la plante de méme région et dans la région de
GSS, Un teneur moyenne éleve a été enregistré dans les parties étudiées des deux régions.
Pondant que nous regardons qu'il y a une teneur importante jusqu'a (34,72 mg EAG/g MS)
dans la partie de tige de Tad (Tableau 7).

3.1.1 Comparaison entre les régions étudiées et les solvant d’extraction utilisé

Il existe une différence de teneur en phénol entre les deux régions étudiées et les deux
solvants utilisés. Ou l'on note que la région de GSS a enregistré un bon teneur lors de
l'utilisation d'éthanol dans toutes ses parties. Alors que la région de Tad a enregistré une
teneur élevée lors de I'utilisation de méthanol comme solvant d'extraction. Mais en général la

teneur en phénol totaux des extraits EtOH sont supérieures aux extrait MeOH.

Nos extraits sont apparus moins riche en polyphénols par comparaison avec les résultats

obtenus par :
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Adra et manel en 2018 sur les feuilles ; la teneur des polyphénols est 56,8 mg/g d’extrait
(Adra & Manel, 2018).

Bakchiche et Gherib en2014 dont la valeur est de ’ordre de108.04mg/g dans I’extrait hydro
alcoolique des feuilles de Zizyphus lotus (Bakchiche & Gherib, 2014).

Belguidoum en 2015 sur les mémes espéces végétales, qui a été collectée en avril 2013 a
Warguela, la teneur est égale 5,118 + 0,105 mg/g dans I'extrait alcoolique brut obtenu a partir
du mélange (éthanol + eau) ; et 2,008+0,012 mg/g dans I’extrait aqueuse. (2015 ¢duad)

En 2016 le contenu phénolique des feuilles de Z. Lotus contenait entre 13,62 et 21,98 mg
GAE de contenu phénolique dans 1 g de matiére séche. Le méthanol s'est révélé étre le

solvant efficace pour extraire les feuilles de Z. Lotus.

Les quantités relatives de phénols dans les feuilles de Z. Lotus trouvees dans cette étude
étaient plus importantes que celles effectuées (6,04 mg/g) par Elaloui et al en 2016 (Elaloui
M., 2017). Cette variabilite pourrait s'expliquer par de nombreux facteurs dont l'origine, la
période de récolte, lI'age et le stade de développement des plantes. D'autres facteurs
environnementaux (température, altitude, ensoleillement, agressions animales et maladies)
pourraient également influencer cette variabilité. Le stade physiologique pourrait également

concerner les teneurs en polyphénols et I'activité biologique (Meriem, et al., 2017).

Par Amari Imen et Gourissi Houda En 2017 la teneur phénolique de I’extrait méthanolique
(0,09613£12,7 mg EAG / mg d’extrait) (Amari & Gourissi, 2017).

Le contenu en phénols totaux dans extrait avait une teneur en phénols totaux (0,105+1.39 mg
/g) dans partie aérienne et (0,0636+£0,58 mg/g) dans partie racinaire (Mounira, Nasrine,
yahias, Nada, & Amel).

Ou la quantité de polyphénols de I'échantillon végétal prélevé dans la région sud tunisienne au
mois de Juillet 2012 a été estimée a (391,65+ 7,83 mg GAE / g Ext), et I'échantillon prélevé
sur la cote méditerranéenne en Egypte (2014) a été estimée a 12,94 mg/g. Les différences
obtenues pour chaque étude sont dues a la localisation, au temps de collecte et aux conditions

climatiques.

Apres avoir fait I'analyse et remarqué la différence dans les proportions dans les deux régions
et les différentes parties étudiées, la variance de la teneur montre que le facteur de solvant
exerce un effet le dosage. Quel que soit 1’extrait phénolique dosé, extrait de méthanol/ eau

(80/20) plus de quantité en phénol que 1’éthanol purs. Pour les phénols totaux solubles ou le
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méthanol s’avére meilleur solvant d’extraction. Mais la concentration la plus élevée des
phénols a été mesurée dans les extraits éthanoliques de zizyphus lotus L. Tout le contenu
phénolique dans les extraits dépend du type de solvant, c’est a dire de la polarité du solvant
utilis€¢ dans D’extraction. La solubilité élevée des phénols dans les solvants polaires donne la
concentration élevée de ces composés dans les extraits obtenus en utilisant les solvants

polaires pour I’extraction (Ghedadba, et al., 2015).

3.2 Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalis¢ par la méthode de trichlorure d’aluminium. La
quercétine considérée comme contrdle positif a permis de réaliser une courbe d’étalonnage
d’ou on a calculé la teneur en flavonoides des différents extraits de la plante qui est exprimée

en mg equivalent de la quercétine par gramme de matiére seche (Amari & Gourissi, 2017).

0.5
e
S 04 y = 3,486x - 0,0241
S O
@ R2=0,994
.« 0.3
3
% 0.2
O
S 01
O
< o

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14
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Figure 16 : Courbe d'étalonnage de la quercetine.

Une couleur jaunatre est formée dans les extraits de Zizyphus Lotus L aprés 1’addition de la
solution de chlorure d’ Aluminium AIlCl;, cette coloration révele la présence des flavonoides

dans les extraits analysés (Tirgine, 2016).

Le tableau 8 résume les résultats obtenus des teneurs en flavonoides, des extraits purs

méthanoliques et éthanoliques des différentes parties du plantes.
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Tableau 8 : les teneurs en flavonoides des extraits purs méthanoliques et éthanoliques des
différentes parties du plantes étudies

Région Teneurs en flavonoides (mg Teneurs en flavonoides (mg
EAG/g MS) EAG/g MS)
Extraits méthanoliques Extraits éthanoliques
Partie de la Teneurs Partie de la Teneurs
plante plane
Fe 11.94+0.01 Fe 26.66+0.07
Gueltat Sidi-Saad T 3.41+0.01 T 2.74+0.02
R 3.55+0.004 R 3.86+0.004
Fe 10.7740.004 Fe 8.94+0.08
Tadjmout T 7.21+0.01 T 3,62+0.05
R 4.21+0.008 R 1.07+0.04

L’extrait des feuilles du Zizyphus Lotus L dans les deux régions (Gss ; Tad) possedent une
teneur ¢élevée en Flavonoides respectivement de 1’ordre de 11,94 mg EAG /g MS ; 10,77 mg
EAG /g MS pour les extraits MeOH. Mais les autres parties possedent des teneurs plus faibles
varier entre 3,41 et 7.21 mg EAG /g MS (Tableau 8).

Contrairement aux extraits EtOH, on remarque des valeurs Treés différencié dans les deux
région GSS et Tad, trés élevées dans les feuilles de GSS pouvant atteindre 26.66 mg EAG /g
MS, moyenne dans les feuilles de région Tad 8,94 mg EAG /g MS, et trés faible dans les
autres partie étudié, le contenu varie entre 1,07 mg EAG /g MS et racine 3,62 mg EAG /g MS.

D’apres les résultats précédents, on constate que dans I’extrait méthanolique, la teneur en
flavonoides importants et des proportions moyenne. La teneur en polyphénols est supérieure
que celle des flavonoides (Adra & Manel, 2018).

Selon ces résultats, on peut constater une répartition inégale des flavonoides dans les

différentes parties de la plante dans les extraits éthanoliques (Tirgine, 2016).

D’apres les résultats obtenus on constate que nos extraits sont moins riches en flavonoides par

comparaison avec les résultats obtenus par :

Adra et Manel en 2018 la teneur en flavonoides est égale 35.04 mg/g d’extrait (Adra &
Manel, 2018).
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Bakchiche et Gherib en 2014 dont la valeur est de ’ordre de 14.32 mg/g dans I’extrait hydro
alcoolique des feuilles de Z. lotus (Bakchiche & Gherib, 2014).

Basma ; Chamsa en 2015 la teneur en flavonoides : 14.567+0.950 extrait éthanolique ;
3.691+0.165 extrait aqueuse (2015 dwad),

Belguidoum et al., (2015) sur les mémes especes végétales, qui a été collectée en avril 2013 a
Warguela, la teneur flavonoidique est 2393,25 + 61,905 mg/g dans l'extrait alcoolique brut

obtenu a partir du mélange (éthanol + eau) ; et 340,926 +4,295 mg/g dans I’extrait aqueuse

Marwa Ata Allah et Aisha Megrahi en 2019 sur le fruit de n dans la région de I’oued Souf la
teneur est 58.166+6.665Ug/mg (2019 ¢~ 8 g 4 slas),

Dans une autre etude qu'il a menée en 2013 par Rsaissi et al sur le Zizyphus Lotus L préleves
dans la région de Burj EI Chaouia au Maroc, la teneur est égale 3029mg/g lors de l'utilisation
de methanol. Dans une autre étude en Tunisie utilisant du methanol, la proportion de
flavonoides était égale 1,22+0.006 mg/g .Et dans la Wilaya de Mila en 2017 lors de
I’utilisation : L’extrait aqueuse : 4,3719+0.9226 pg/ml ; et I’extrait méthanolique :
3.2608+1.314pg/mMg.(2019 <~ 8a 5 4 sllac)

Dans une autre étude réalisée en 2017 prélevés au Maroc, la teneur en phénol était enregistrée
a 77,6x0.6mg/g lors de l'utilisation du méthanol, et 83.3+2.9mg/g lors de l'utilisation de
I’éthanol, et 15+0.3 lors de l'utilisation I’eau distillé. Et aussi avec le résultat obtenu par
Mansour (2016) de la plante Zizyphus Lotus L par macération avec 1’éthanol la teneur est
25.58+16.6 mg/g. Par Amari Imen et Gourissi Houda (2017) la teneur est égale : pour I’extrait
méthanolique : les flavonoides (0,008 +2,96 mg/ mg), et pour I’extrait aqueux (6,68+0,29
mg/g) (Amari & Gourissi, 2017).

Les flavonoides (0,0104 mg/g) dans partie aérienne, et (0,076 mg/g) dans partie racinaire

(Mounira, Nasrine, yahias, Nada, & Amel).

Dans une autre étude en 2018 utilisant différentes méthodes, les résultats des teneurs
flavonoidiques étaient les suivants : Ultrasons =239,36+5,23 mg/100g ; Microonde =
231,84+13,51 mg/100g ; Agitation =157,47+65,28 mg/100g (Karima, 2018).

-40-



Chapitre 11 : Résultats et discussions

3.3 L’estimation relative de la quantité des flavonoides et phénols totaux dans les

extraits

e Extrait des feuilles
Dans les extraits MeOH des feuilles, nous avons remarqué que la quantité des phénols totaux
est complétement différente dans chaque région, ou elle atteint une teneur maximale aux
régions de Tad égale a 29,88 mg EAG/g MS, ce qui représente 77,41% de la quantité totale
des phénols obtenue pour les différents extraits des feuilles, 34.95% de la somme globale des
phénols obtenus dans les trois parties ensemble (feuilles + Tige + racine) proviennent de la
méme région. Alors que la teneur atteint 26,44% de la somme totale de toutes les parties

étudiees dans les deux régions.

Les flavonoides suivent la méme evolution des phénols, dont la quantité est importante ; elle
atteint au maximum 11.94 mg EAG/g MS dans la région de GSS. Cette teneur est représentée
52,58% de la quantité totale des flavonoides obtenues dans les extraits des feuilles, et 63.14%
de la somme globale des phénols obtenus dans les trois parties proviennent de la méme
région. Alors que la teneur atteint 29,06% de la somme totale de toutes les parties étudiees

dans les trois régions.

Mais dans les extraits EtOH la comparaison se fait entre les deux région GSS et Tad, une
teneur égale a 21.66 mg EAG/g MS (feuille GSS), qui représente 52,91% de la quantité totale
des phénols obtenue pour les différents extraits des feuilles, 33,47% de la somme globale des
phénols obtenus dans les trois parties ensemble proviennent de la méme région. Alors que la
teneur atteint 19,94% de la somme totale de toutes les parties étudiées dans les deux régions.
Pour les flavonoides la teneur des feuilles de GSS plus éleves 26.66 mg EAG/g MS qui
représente : 74.89% de la quantité totale des flavonoides obtenues dans les extraits des
feuilles, 88.10% de la somme globale des phénols obtenus dans les trois parties ensemble,

60,74% de la somme totale de toutes les parties étudiées dans les deux régions.
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e Extrait des tiges et racines

Tableau 9 : L’estimation relative de la quantité des flavonoides et phénols totaux dans les

Les extraits méthanoliques
Pour les extraits des tiges :
Une teneur phénoliqgues maximale aux
régions de Tad égale a 33,74 mg EAG/g
MS, ce qui représente :

72,91% de la quantité totale des phénols
obtenue pour les différents extraits des tiges.
25,59% de la somme globale des phénols
obtenus dans les trois parties ensemble
(feuilles + Tige + racine) proviennent de la
méme région.

19,20% de la somme totale de toutes les
parties étudiées dans les deux régions.

Alor que les teneur flavonoidique sont
faibles pour les deux régions : 7,21 mg
EAG/g MS dans la région de GSS. Cette
67,89% de la

quantité totale des flavonoides obtenues

teneur est représentée :
dans les extraits des tiges.
32,49% de la somme globale des phénols
obtenus dans les trois parties ensemble
proviennent de la méme région.

17,55% de la somme totale de toutes les

parties étudiées dans les trois régions.

extraits

Les extraits éthanoliques

Une teneur égale a 34,72 mg EAG/g MS de
tige de Tad), qui représente :

77,36% de la quantité totale des phénols
obtenue pour les différents extraits des tiges.
53,65% de la somme globale des phénols
obtenus dans les trois parties ensemble
(feuilles + Tige + racine) proviennent de la
méme région.

22,83% de la somme totale de toutes les
parties étudiées dans les deux régions.

Pour les flavonoides la teneur de tige de Tad
est égale 3,62 mg EAG/g MS :

65,91% de la quantité totale des flavonoides
obtenues dans les extraits des tiges, 26,55%
de la somme globale des phénols obtenus
dans les trois parties ensemble, 8,24% de la
somme totale de toutes les parties étudiées

dans les deux régions.
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Pour les extraits des racines :
Une teneur phénoliqgues maximale aux
régions de Tad égale a 33,74 mg EAG/g
MS, ce qui représente :

74,43% de la quantité totale des phénols
obtenue pour les différents extraits des
racines.

39,46% de la somme globale des phénols
obtenus dans les trois parties ensemble
proviennent de la méme région.

29,61% de la somme totale de toutes les
parties étudiées dans les deux régions.

Les teneur flavonoidique sont faibles pour
les deux regions : 4,21 mg EAG/g MS dans
de Tad. Cette

représentee : 54,25% de la quantité totale

la région teneur est
des flavonoides obtenues dans les extraits
des tiges.

18,97% de la somme globale des phéenols
obtenus dans les trois parties ensemble
proviennent de la méme région.

10,25% de la somme totale de toutes les

parties étudiées dans les trois régions.

3.4 Conclure

Une teneur égale a 12,11 mg EAG/g MS de
racine GSS), qui représente :

53,04% de la quantité totale des phénols
obtenue pour les différents extraits des
racines. 18,71% de la somme globale des
phénols obtenus dans les trois parties
ensemble proviennent de la méme région.
11,15% de la somme totale de toutes les
parties étudiées dans les deux régions.

Pour les flavonoides, la teneur de tige de
Tad est 1,07 mg EAG/g MS :

55,44% de la quantité totale des flavonoides
obtenues dans les extraits des racines, 7,85%
de la somme globale des phénols obtenus
dans les trois parties ensemble, 2,44% de la
somme totale de toutes les parties étudiées

dans les deux régions.

Grace a nos études et études antérieures, nous concluons que :

Toutes les parties de la région de Tad contiennent une grande quantité de phénols totaux, alors

qu'elles contiennent une quantité minimale de flavonoides.

En comparant les solutions d'extrait des deux régions, nous constatons que les teneurs en
phénols totaux des extraits EtOH sont supérieures aux teneurs en phénols totaux des extraits
MeOH. Par contre les teneurs en flavonoides, les extrait MeOH sont meilleur aux extraits
EtOH.
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Le contenu polyphénoliques varie 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
(Bentabet, Boucherit-Otmani, & Boucherit, 2014).

- La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer

I’estimation de la teneur des phénols totaux (Adra & Manel, 2018).

Généralement les phénols totaux englobent une partie importante dans les deux régions et
dans les deux solvant d’extraction par apport aux flavonoides. Les figures suivantes

représentent les proportions des phénols totaux et flavonoides.

(37.03%) (46.23%)
Flavonoid Flavonoid
es es

(62.67%) (53.76%)

Phénols Phénols
totaux totaux
Figure 17 : La teneur des flavonoides par Figure 18 : La teneur des flavonoides par apport
apport aux phénols totaux des extraits MeOH aux phénols totaux des extraits EtOH dans les
dans les Fe. Fe.
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(26.13%)
Flavonoid
e

(73.86%)
Phénol
totaux

(12.41%)
Flavonoides

(87.58%)
Phénols
totaux

Figure 19 : La teneur des flavonoides par
apport aux phénols totaux des extraits MeOH
danslesT.

Figure 20 : La teneur des flavonoides par apport
aux phénols totaux des extraits EtOH dans les T.

(14.62%)
Flavonoide

(85.38%)
Phénols
totaux

(7.79%)
Flavonoides

Phénol
totaux

Figure 21 : La teneur des flavonoides par apport
aux phénols totaux des extraits MeOH dans les
R.

Figure 22 : La teneur des flavonoides par apport
aux phénols totaux des extraits EtOH dans les R.
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Figure 23 : La teneur des flavonoides par apport
aux phénols totaux des extraits MeOH dans
toutes les parties.
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4. Activité antioxydante

Afin d’évaluer Pactivité antioxytdante des extraits obtenus, différentes méthodes chimiques
ont été utilisées ; le test de FRAP (FerricReducingAntioxidant Power) et le test de DPPH (2,2-
diphenyle-1-picrylhydrazyle). Le principe de ceux-ci repose sur un changement de couleur

qui a été suivi par la lecture de I’abs a des longueurs d’ondes spécifique (Ramdane, 2018).

4.1 Evaluation de I’activité antioxydante par diphényle-picryl-hydrazyl (DPPH)

Le test de DPPH est un des tests les plus utilisés pour déterminer ’activité anti- radicalaire
des extraits de plante. De nombreuses études démontrent I'importance portée aux antioxydants
naturels dans les domaines de l'industrie agroalimentaire et médicale, mais également leurs
roles protecteurs contre les especes réactives oxygenées, ainsi que la corrélation existante
entre les composés bioactifs des matiéres végétales et leur capacité antioxydants (Guerres &
Moussous, 2018).

La mesure de la densité optique (DO) a été effectuée par spectrophotométrie a 517 nm. A
partir des valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages d’inhibition en utilisant la
formule donnée auparavant (matériel et méthode). Les valeurs obtenues ont permis de tracer
les courbes (Annexe Il et Ill) de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de
différentes concentrations d’extraits de la plante. Nous avons déterminé graphiquement la
concentration correspondante a 50 % d’inhibition (IC5q), qui constitue I’activité antioxydante

des extraits étudiés.

La variation du pourcentage d’inhibition (1%) en fonction de la concentration en antioxydant
(phénols), nous ont permis de déterminer les valeurs d’ICs, (qui représente la concentration
d’inhibiteur nécessaire pour diminuer 50% du taux des radicaux libres). De méme nous avons
calculé lesICy, d’antioxydants de référence afin de comparer nos extraits (Bekhaoua &
Bensayah, 2015).

Par les courbes des figures qui représentent les courbes d'activité des échantillons étudiés en
inhibition des radicaux libres DPPH par lesquels la valeur ICs, des échantillons est calculée
(I’annexe 11, I1I), (tableaux 10 et 11). Montrer que les extraits MeOH, EtOH et l'acide
ascorbique inhibent les radicaux libres d'une maniere directement proportionnelle a
l'augmentation de la concentration. C'est-a-dire que plus la concentration est élevée, plus

I'activité antioxydante est importante.
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Figure 25 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de I’acide

ascorbique.

4.1.1 Determination des valeurs ICs,

L’activité antioxydante de chaque extrait MeOH et EtOH d’zizyphus lotus L a été évaluee par
leur activite inhibitrice sur une solution méthanolique du DPPH, les résultats seront comparés
avec le standard qui est I’acide ascorbique (figure 25). A partir des courbes des taux
d’inhibition (Annexe Il et I1l), nous avons pu déduire graphiquement les valeurs d’ICg, de

I’acide ascorbique et de ’extrait des différentes parties de la plante étudiée.

La valeur de L’ICg, est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante (taux
d’inhibition 1%) d'un composé, car elle reflete la quantité d'antioxydant requise pour
neutraliser 50% de la concentration initiale du radical libre dans le milieu. Plus la valeur

d’ICg, est faible, plus l'activité anti radicalaire d'un composé est appréciable.

Nous avons déterminé la concentration d’ICg, pour comparer des extraits, les résultats sont

résumés dans les deux tableaux 10 et 11.

a) Les extraits méthanoliques
Selon ces résultats, il est a constater que quel que soit ’espece, la partie feuille de la région de
GSS est celle qui a révélé une ICg, la plus faible (0.683 mg/ml). Ceci pourrait justifier que
ces feuilles de Z. lotus sont significativement plus actives que les autres parties dans toutes les
régions. Les valeurs d’ICs, des extrait méthanoliques de racine de la région GSS et la ville de
Tad pour les trois parties feuilles ; tige; racine sont égale a (0,725; 0.813; 0.794;
0.708 mg/ml) respectivement (tableaux 10). Ces résultats révélent des valeurs élevées. Donc

L’activité est plus faible se trouve dans tous les extraits mentionnés. Et tous les extraits sont
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plus éloignées a celle d’acide ascorbique dont la valeur est de ’ordre de 0,069 mg/ml avec de
taux d’inhibition de 63%.

Tableau 10 : Les résultats des IC5yde test DPPH pour les extraits MeOH

Les extraits méthanoliques ICs5¢ (Mg/mil) Taux d’inhibition (%) Max
Fe 0,683 89,53
Gueltat Sidi-Saad T 1,760 70,03
R 0,725 88,36
Fe 0,813 60,32
Tadjmout T 0,794 85,37
R 0,708 74,07

b) Les extraits éthanoliques

Parmi les six extraits testes, les racines de deux régions GSS et Tad présentent la plus grande
capacité antiradicalaire, Et une activité antioxydante important (ICs, est égale 0,062mg/ml ;
0,063mg/ml) (tableau 11). Les autres parties de deux régions, Les valeurs d’ICg, varient de
0,387 mg/ml a 0,586 mg/ml, Ce qui représente une activité antiaxydante plutét faible par

rapport au témoin qui est Ac Ascorbique.

Tableau 11 : Les résultats des ICgq de test DPPH pour les extraits EtOH.

Les extraits éthanoliques IC5¢ (Mg/ml) Taux d’inhibition (%) Max
Fe 0,387 59,38
Gueltat Sidi-Saad T 0,523 60,63
0,062 51,3
Fe 0,586 55.66
Tadjmout T 0,443 57,52
0,063 52,39
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c) Comparaison entre les deux extraits

0.683 0.725 0.813 0.794

0.708

0.443

oasF 0.523 B by B

0.062 0.063 IC50 (mg/ml) MeOH
IC50 (mg/ml) EtOH

T R T R
Giltat Sidi-Saad Tadjmout

IC50 (mg/ml) EtOH  m IC50 (mg/ml) MeOH

Figure 26 : Comparaison des ICsq entre les extraits MeOH et EtOH.

A travers les valeurs d’ICs, indiquées dans I’histogrammes pour les extraits MeOH et EtOH,
nous constatons que les extraits EtOH contiennent des valeurs faibles par rapport aux extraits

MeOH, ce qui explique pourquoi ils contiennent des activité antioxydants importante.
Dans plusieurs études dans différentes régions, les valeurs étaient les suivantes :

Par (Adra & Manel, 2018) L’extrait méthanolique des feuilles de zizyphus lotus L ont une
activité antioxydante tres importante leur ICg, est 0,046 mg/ml, dont sa valeur est plus proche

a celle d’acide ascorbique dont la valeur est de I’ordre de 0,024mg/ml.
Par (Bakchiche & Gherib, 2014) dont la valeur d’ICs, est de I’ordre de 0.042 mg/ml.

En Tunisia., 2016 les feuille de Zizyphus Lotus L de provenance Rouhia a enregistré l'activité
la plus élevée (0,01 mg/ml). L'EAZIMD Z. jujuba (Mahdia) a montré une activité
antioxydante élevée ( ICs,= 0,61 mg / ml). En fait, une corrélation linéaire avait été observée
entre I’ICs, d'extraits de feuilles de Z. Lotus et leurs niveaux phénoliques. Les niveaux de

capacité antioxydante étaient maximaux au stade de la floraison (Meriem, et al., 2017).

Par Mounira Kadri et al., L'étude biologique consiste a I'évaluation des activités antioxydante
de P’extrait MeOH a été évaluée par la méthode du DPPH. Ces résultats ont révélé que
I’extrait MeOH de Z. Lotus Avait I’activité de piégeage de radicaux libres. L’IC5, pour
I’activité de piégeage des radicaux DPPH était de 0,0047 mg/ml de partie aérienne, et 0,014

mg/ml de partie racinaire (Mounira, Nasrine, yahias, Nada, & Amel).
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Dans une autre étude en 2018 utilisant différentes méthodes, les résultats de tests DPPH
étaient les suivants : Ultrasons =63,64+2,59% ; Microonde = 57,84%3,2% ; Agitation
=55,59+9,1% (Karima, 2018).

Par Meziti Asma en 2018 I’effet antioxydant des extraits Zizyphus vulgaris a été évalué en
utilisant plusieurs tests in vitro et in vivo. ICg, de 0,0236 mg/ml dans 1’essai de DPPH
(Meziti, 2018).

Par Benhamou en 2012 ; I’IC5y= 3,948+0,770 mg/ml dans I’extrait MeOH, et en 2015 par
Belguidoum ; I’ICs,= 0,084+3,989 mg/ml lors de Iutilisation (éthanol+ eau). (2015 «duwad)

Par Marwa Atallah et Aisha Megrahi en 2019., L'étude a été réalisée sur le fruit Sidr, ou le
spécimen de plante a été récolté dans la municipalité d'Al-Marara, située au nord-ouest de
Wadi El-Oued qui affiliée au daira Djamea le 15 aott 2017 (stade de fructification), L’ICg,
était égale 0,663+25,77 mg/ml .(2019 <~ 8a g &l slac)

Autre etude sur le Zizyphus Lotus L du Maroc a l'aide de méthanol, ICs, a été estimée a
0,477+47,6 mg/ml. Et par Ait- Aissa et Aicha en 2016 sur la plante de Sidra a I’aide de
méthanol comme solvant d’extraction I'ICs, est égale 2045-1022.81 mg/ml (Aissa & Aicha,
2016).

Il a été démontré que les molécules antioxydant telles que 1’acide ascorbique, flavonoides et
les tanins réduisent et decolorent le DPPH en raison de leur capacité a céder I’hydrogéne, ceci

peut étre expliqué par la forte teneur en flavonoides, et polyphénols.

En général, nous concluons, a travers nos études et études antérieures, que les plantes Sidra

Zizyphus Lotus L ont une activité antioxydante faible ou modérée (2019 ¢« _A8a 5 4 slas),

La différence dans D’activité anti-radicalaire au DPPH entre les extraits analysés est
probablement due a leur composition en differents composés phénolique. La réduction du
DPPH n’est généralement pas due a I’action d’un seul composé mais aux interactions entre
plusieurs composes, ces interactions peuvent exister dans un extrait pas dans un autre,

conduisant ainsi a cette différence d’activité entre les extraits.

Les différents résultats de recherche sont dus aussi aux différents solvants, conditions
climatiques et géographiques, ainsi qu'a une différence dans la méthode d'extraction elle-

méme (2019 ¢ e g 4 sllac),
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4.2 Pouvoir réducteur FRAP
L'activité antioxydante des extraits de la plante étudiée zizyphus lotus a été évalué en utilisant
la méthode de FRAP (Ferric reducing antioxydant power) (Adra & Manel, 2018).

En plus des méthodes précédemment décrites, I'activité antioxydante a été évaluée par le test
FRAP basé sur la capacité des extraits a réduire les ions fer ferrique (Fe3*)en ions de fer
ferreux (Fe?*). La réduction du fer ferrique s’accompagne d’un changement de couleur du
jaune vers le bleu vert. L’intensité de la couleur dépend du potentiel réducteur des composés
présents dans le milieu réactionnel (Guerres & Moussous, 2018). Afin de tester et de

déterminer la concentration d’extrait le plus actif (Rais, et al., 2020).

Par des dilutions en cascade des différents extraits a tester (0 alOmg/ml), ainsi que des
substances de référence, 1’acide ascorbique. Pour chaque concentration, nous mesurons les
DO a 593 nm.

Les résultats obtenus ont permis de tracer des courbes pour chaque extrait. Les résultats,
représentes dans les figures (27 et 28), nous ont permis de remarquer que la réduction du fer
est proportionnelle avec les concentrations utilisées. Une augmentation de 1’absorbance

signifie une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testes (Amari & Gourissi, 2017).

=@='extrait des Fe de GSS

12 =@='extrait des Fe deTad
L'extrait de T de GSS
= 1 =@=L'extrait de T de Tad
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«© —
g
8
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Figure 27 : Evolution de la densité optique en fonction de concentration des extraits MeOH
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Figure 28 : Evolution de la densité optique en fonction de concentration des extraits EtOH.

Les courbes donnant I’évolution du DO en fonction de concentration pour chaque extrait

MeOH et EtOH.

D’apres les résultats, on remarque que : la capacité de la réduction est proportionnelle a la
concentration des échantillons. C’est a dire le pouvoir réducteur et les concentrations

dépendante. Car nous avons obtenu une série de courbes de méme tendance.

Nous avons déterminé la concentration ICs, pour comparer des extraits, les résultats sont

résumes dans les deux tableaux. (ICg, de I’acide ascorbique est 0,380 mg/ml).

Tableau 12 : Les résultats des ICsqde test FRAP pour tous les extraits

Régions Gueltat Sidi-Saad Tadjmout

Parties Fe T R Fe T R
IC5q des extraits MeOH (mg/ml) 0,250 0,890 0.300 0.200  3.500 0.450
IC5q des extraits EtOH (mg/ml) 0,550 0,185 0,950 0,300 0,151 1,500

-52-




Chapitre 11 : Résultats et discussions

D'une maniére similaire a ce qui a été observé lors du test précedent ; DPPH. Les extraits de
Zizyphus Lotus L montrent une activité élevée dans le test FRAP contrairement au test
DPPH.

Pour les extraits MeOH, Selon les valeurs d’ICsg, il en ressort que les extraits Méthanoliques
des feuilles de deux régions GSS; Tad sont ceux qui ont présenté des concentrations
minimales. Ou les valeurs d’ICgy sont 0,250 ; 0,200 mg/ml respectivement. Ces ICg, sont
encore meilleurs que 1’IC5 d'acide ascorbique qui est 0.380 mg/ml. Donc les feuilles de Z.

lotus représentent une activité antioxydante tres importants.

Le racine de région GSS et Tad sont aussi représentent une activité antioxydante importants,
I’IC5o sont 0.300 mg/ml; 0,450 mg/ml respectivement. Les autres parties contiennes une
activité faible avec des concentrations élevé entre 0.880 mg/ml a 3.500 mg/ml. L’extraits de
tige de deux régions ont marque un effet moins important et sont significativement moins

actifs.

Les valeurs enregistrées dans les extraits EtOH sont complétement différentes des valeurs des
extraits MeOH. Ou les deux régions ont enregistré des concentrations minimales dans les
deux tiges (T GSS: 0,300 mg/ml ; T Tad: 0,151 mg/ml) qui représentent une activité
antioxydante trés importantset. Suivi par les feuilles de région de Tad avec des concentrations
0,300 mg/ml et feuilles de region GGS 0,550 mg/ml. Alors que la racine de deux régions a
enregistré d’ICs, maximale qui est loin de I’ICg, pour l'acide ascorbique, elles représentent

une faible activité antioxydante (tableaux 12).

* 1C50

}’f\\\\
!

w

N

= |C50(mg/ml)des extraits EtOH 0.55 0.185 0.95 0.3 0.151 15
IC50(mg/ml) des extraits MeOH | 0.25 0.89 0.3 0.2 35 0.45

les parties étudiés

Figure 29 : Comparaison des ICsq entre les extraits MeOH et EtOH.
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Dans ce test, nous constatons également que les extraits EtOH sont meilleurs que les
extraits MeOH en termes d'activité antioxydants. On peut expliquer cette différence entre les
deux solvant que le mélange méthanol/eau est un solvant tres fort et extrait de nombreux
meétabolites secondaires différents voire des metabolites primaires présents dans la plante
étudiée Z. lotus. Ce qui affecte les résultats et les valeurs obtenus dans tous les tests
précédents. Contrairement au solvant de 1’éthanol, malgré notre faible productivité, nous
avons obtenu des teneurs importantes en phénol et flavonoides, ainsi que la capacité d'inhiber

les radicaux libres et I’efficacité d’activité antioxydant.
Nos résultats sont en accord avec ceux de nombreuses études précédentes, notamment :

Par (Adra & Manel, 2018) Le pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique zizyphus lotus est
égale a IC5o= 0.618mg/ml et cette valeur, elle est nettement moins. Donc ces résultats
montrent la présence des composés phenoliques tels que les polyphénols, les flavonoides dans
I’extrait MeOH qui possedent la propriété de piéger les radicaux libres et de réduire les

oxydants

Par Bakchiche et Gherib en (2014) que I’extrait méthanolique de Zizyphus Lotus L posséde
une activité importante par la méthode de FRAP, ICs, est égale 0.006 mg/ml (Bakchiche &
Gherib, 2014).

L’extrait MeOH des feuilles du Zizyphus lotus L révéle une meilleure activité antioxydante

totale (0.5mg/ml) par rapport a ’extrait AQ (10mg/ml) (Amari & Gourissi, 2017).

En générale, le potentiel réducteur des extraits végétaux est di a la présence de molécules
capables de donner des électrons qui peuvent réagir avec les radicaux libres et les convertir en
produits stables, parmi lesquelles les polyphénols, ce qui explique le potentiel réducteur des

extraits du Zizyphus lotus L riche en polyphénols (Amari & Gourissi, 2017).
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Conclusion

Les plantes médicinales ont été longuement utilisees dans la médicine traditionnelle et
représentées le constituant majeur des différents ingrédients et mélanges thérapeutiques ce qui
a été expliqué aujourd’hui par la présence de composés bioactifs a potentiels pharmaceutiques

importants.

L’objet de ce travail était 1’étude phytochimique et l’activité antioxydant des composés
phénoliques de 1’espéce Zizyphus Lotus L. Une plante de la famille des Rhamnacées,

employée en Algérie pour ses propriétés thérapeutiques.

La préparation des extraits a partir des différentes parties de Z. lotus a montré que les
rendements des extraits méthanoliques sont trés importants par rapport aux extraits

éthanoliques.

Le criblage phytochimique a mis en évidence la présence des composés phénoliques, des

flavonoides, des tannins, des saponines, des alcaloides avec des teneurs différents.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des phénols totaux en adoptant la méthode de
Folin-Ciocalteu révele la présence des quantités importantes de polyphénols dans les deux
extraits éthanoliques et méthanoliques. De méme nous avons dosé les flavonoides par la
méthode d’AICI; qui nous méne a conclure que cette plante contient une quantité considerable

de flavonoides.

Les résultats obtenus dans I’estimation de la capacité de piégeage du radical libre DPPH,
montrent que toutes les parties de la plante étudiées dans la deux extraits méthanoliques et
éthanoliques possédent une activité antioxydante moyenne ; a l'exception des extraits
éthanoliques des deux racines par les deux région Gueltat Sidi Saad et tadjmout qui ont

montré un pouvoir antioxydant intéressant.

Par contre, le pouvoir antioxydant par la méthode de réduction du Fer (FRAP) a montré que
les extraits méthanolique et éthanolique possedent des pouvoirs réducteurs élevés dans la

plupart des extraits.

On peut résumer que l'éthanol est meilleur que le méthanol en termes de dissolution des

substances actives de cette plante ; par contre le méthanol est préféré point de vue rendement.

Le rendement d’extraction est tributaire de plusieurs facteurs qui peuvent influencer les
performances de I’extraction, tels que la nature de ’espéce végétale et 1'organe utilisé, la
taille des particules, la nature du solvant utilisé dans I’extraction ou fractionnement et de sa

polarité, la température, le temps d’extraction et le degré d’agitation. L’utilisation d’un
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melange hydroalcoolique comme solvant d’extraction donne des résultats satisfaisants dans

un processus d’extraction.

Sur la base de ces résultats obtenus dans cette étude, il est possible de considérer que la
différence entre les méthodes d'extraction de ces composés actifs se traduisant par une
efficacité différente de l'activité antioxydante, du fait de la capacité des solvants d'extraction a
dissoudre les composés actifs dans la plante. Par conséquent, on peut conclure que le pouvoir
antioxydant dépend principalement de la composition des extraits en substances actifs et pas

de leurs teneurs.

L'ensemble des résultats obtenus dans cette étude ont permis de valoriser le potentiel
biochimique de la plante locale Z. lotus. Et & la lumiére de ces résultats, des nouvelles

perspectives peuvent approfondir les connaissances sur la biochimie de cette espéece.

Il est souhaitable de compléter et d’approfondir le travail par des analyses biochimiques de
chromatographie et de spectroscopie dans le but d’identifier et d’isoler des composés

biologiquement actifs.

Il serait aussi intéressant de faire des tests in vivo sur différents modeles biologiques, afin de
trouver une application thérapeutique des molécules actives isolées et d’étudier I’effet

synergique des extraits pour améliorer I’index thérapeutique.

Il reste encore d'autres plantes locales utiles qui n‘ont pas été analysées et qui mériteraient de

déterminer leur potentialité dans le domaine étudié.

Ce travail a fourni un complément aux connaissances phytochimiques de la plante locale Z.

lotus et a permis de mettre en evidence le role antioxydant des polyphénols naturels.

La biodiversité des plantes médicinales traditionnelles constitue un réservoir assez important

de métabolites secondaires pour la recherche dans le futur.
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Annexe

Annexe | : résulta des quelque testes phytochimiques des composés phénoliques dans les

extraits étudies de la plante Zizyphus Lotus L.

I
1

e |

Alcaloides Flavonoides

.‘]"

LJM R F

Saponine Tanin

Polyphénols

66



Annexe

Annexe Il : Le test du DPPH exprimés par I’inhibition en fonction de la concentration des

extraits méthanoliques.
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Annexe

Annexe 11 : Le test du DPPH exprimés par ’inhibition en fonction de la concentration des

extraits éthanoliques.
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