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Résumé Etude phytochimique et activité antioxydante des extraits de I'espéce
Ziziphys lotus de la région de Metlili-Ghardaia

Dans le cadre de la valorisation de notre patrimoine naturel, on a intéressé a une espéce de la
famille de Rhamnacées «Zizyphus Lotus» provenant de la région de Metlili-Ghardara, ayant un fort
potentiel d’activité du fait de leurs usages traditionnels largement répandus. Dans ce travail, nous
nous sommes intéressés aux extraits phénoliques des feuilles et des tiges de Zizyphus lotus et a
I’étude de leur activité antioxydante in vitro. Pour ce faire, des extractions hydro-méthanoliques sont
faites par macération a froid, puis les extraits bruts subissent une purification par des solvants de
polarité croissante (acétate d’éthyle et butanol).L'utilisation de divers extraits afin d'obtenir un

meilleur rendement.

L’analyse quantitative des teneurs en phénols totaux et en flavonoides des différents extraits
a eté déterminée par des méthodes de Folin-Ciocalteu et chlorure d’aluminium respectivement qui
ont indiqué la présence d’une importante teneur en ces principes dans les extraits d’acétate d’éthyle

et de butanol notamment dans les feuilles.

L’activité antioxydante a été évaluée par des tests chimiques tels que le test de DPPH et le
test de FRAP qui ont montré que les extraits butanoliques des feuilles et des tiges ont une activité
antioxydante remarquable par rapport a celle des extraits d’acétate d’éthyle. Ces résultats sont

comparables et parfois mieux a ceux des antioxydants standards (le Trolox et 1’acide ascorbique).

En concluant que la plante médicinale étudiée représente une source importante de

substances et de composés naturels bioactifs.

Mots clés : Zizyphus Lotus, extrait d’acétate d’éthyle, extrait de butanol, phénols totaux,

flavonoides, activité antioxydante,
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Abstract Phytochemical study and antioxidant activity of extracts of the species
Ziziphys lotus from the region of Metlili -Ghardaia

As part of the enhancement of our natural heritage, we were interested in a species of the
family of Rhamnaceae "Zizyphus Lotus" from the region of Metlili-Ghardara, having a strong
potential of activity because of their widely used traditional uses. In this work, we were interested
in phenolic extracts Zizyphus lotus leaves and stems and their antioxidant activity in vitro, to do
this, hydro-methanolic extractions are made by cold maceration, and then the crude extracts
undergo purification with solvents of increasing polarity (ethyl acetate and butanol). The use of

various extracts in order to obtain a better yield.

The quantitative analysis of the contents of total phenols and of flavonoids in the various
extracts was determined by methods of Folin-Ciocalteu and aluminum chloride respectively
which indicated the presence of a significant content of these principles in the acetate extracts

Ethyl and butanol especially in the leaves.

Antioxidant activity was assessed by chemical tests such as the DPPH test and the FRAP
test which showed that the butanolic extracts from the leaves and stems have remarkable
antioxidant activity compared to that of the acetate extracts from ethyl. These results are

comparable and sometimes better to those of standard antioxidants (Trolox and ascorbic acid).

By conclusion that the medicinal plant studied represents an important source of bioactive

substances and natural compounds.

Keywords: Zizyphus Lotus, ethyl acetate extract, butanol extract, total phenols, flavonoids,

antioxidant activity.
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Introduction générale

La respiration est I'une des voies essentielles permettant aux cellules de produire de
I'énergie métabolique pour leur développement et leur activité. Parmi les nutriments utilisés
par les cellules des animaux et des plantes, on compte les glucides (ose), les peptides
(acides aminés) et les lipides (acides gras), tandis que l'oxydant le plus fréquent dans les

systemes biologiques est I'oxygene moléculaire O2.

En condition physiologique, I’oxygéne (O2) est une molécule indispensable a la vie,
dont il est essentiel pour le métabolisme aérobie en tant qu’accepteur final des électrons de
la chaine respiratoire. Cette réaction est associée a la production de 38 molécules
d’adénosine triphosphate (ATP) a haut potentiel énergétique. Les processus de réduction de
I’oxygeéne en eau n’est toutefois pas parfais car 2 a 3 % de 1’oxygeéne sont transformés en
especes réactives de 1’oxygene (ERO) ou plus communément radicaux libres (Koppenol,

2000; Salhi, 2018).

Un radical libre est une espece, atome ou molécule, contenant un électron non
apparié. Ce déséquilibre n’est que transitoire et il est comblé soit par 1’acceptation d’un
autre électron soit par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule. Ces espéeces
radicalaires tres instables et trés réactives sont produites d’une maniére continue au sein de

notre organisme, dans le cadre de nombreux phénomenes biologiques (Gutteridge, 1993).

Au niveau cellulaire, les especes réactives de 1’oxygene implique les radicaux libres
de I’oxygene (radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote, etc...) mais aussi
certains dérivés réactives non radicalaires dont la toxicité est plus importante tels que le
peroxyde d’hydrogene (H202) et le peroxynitrite (ONOQO") (Goudable et Favier, 1997 ;
Bartosz, 2003 ; Halliwell et Whiteman, 2004).

Dans les circonstances quotidiennes normales, la production des espéces réactives
de I’oxygene, en permanence et aux doses faibles, est trés utiles pour 1’organisme et jouant
des réles importants dans divers mécanismes physiologiques vasculaires et cellulaires ; tel
que la transduction du signal et la phagocytose (Huet et Duranteau, 2008). Aussi, ils
participent a I’expression de certains génes et a leur régulation. Cela leur confére un rdle
important dans les phénomenes de croissance et de mort cellulaire (ShahinSharif et al.,
2008; Pastre, 2005). Cette production physiologique est parfaitement maitrisée par des

systemes de defense. Dans ces circonstances normales, on dit que la balance antioxydants
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/prooxydants est en équilibre (Favier, 2003).

Une libération excessive de radicaux libres ou une insuffisance des mécanismes
antioxydants peut entrainer une situation de déséquilibre qualifiée de stress oxydant. Le
stress oxydant se définira comme étant un déséquilibre de la balance entre la production

d’ERO et les systemes de defenses antioxydants, en faveur des premiéres (Medart, 2009).

Le stress oxydant peut avoir diverses origines: mauvaise alimentation, phénoménes
inflammatoires chroniques ou aigus, habitudes de vie non adéquates (tabagisme,
consommation excessive d’alcool), exercice physique intense ou mal géré, exposition
inconsidérée a de grandes sources productrices d’ERO et aux radicaux ionisantes
(exposition importante au soleil, irradiation et radioactivité artificielle ou naturelle), la
pollution, le contact avec certains pesticides et solvants, la prise de certains médicaments,
tout processus susceptible de surcharger les réactions de détoxication hépatique,
notamment une perte de poids importante (Pincemail et Defraigne, 2004 ; Médart, 2009).

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes des
molécules biologiques: oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides et des glucides,
I’ADN (ruptures de brins, ’arrét de réplication, provoquant des altérations des bases),
modifient des structure primaire, secondaire et tertiaire des protéines (Mohammedi, 2006),

les lipides (peroxydation lipidique) (Favier, 2003).

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies chroniques
humaines comme facteur déclenchant ou associé a des complications, telle que le cancer, le
diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires et
neurodégénérative, inflammation, et vieillissement (Bidie et al., 2011), et les ischémies
(Ghalem, 2014).

Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est nécessaire de rétablir
I’équilibre oxydant/antioxydant afin de préserver les performances physiologiques de
I’organisme. Ce dernier va développer des systémes de défense qui permettent de réguler la
production des ERO que I’on qualifie d’antioxydants. Les antioxydants sont des composés
puissants qui peuvent neutraliser les radicaux libres impliqués dans la dégradation

cellulaire, et nous aident ainsi a garder une vie active et saine (Nouioua, 2018).
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Il existe deux sources de défenses antioxydantes: 1’une est apportée par

I’alimentation sous forme de fruits et de lIégumes riches en vitamines C, vitamine E (alpha
tocophérol), caroténoides, ubiquinone, polyphénols, flavonoides, glutathion ou acide
lipoique, tandis que 1’autre est endogéne et se compose d’enzymes (SOD superoxyde
dismutase, glutathion peroxydase, catalase) ou de protéines (ferritine, transferrine,

céruléoplasmine, albumine). A cela s’ajoutent quelques oligo-éléments comme le

sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des co-facteurs importants pour 1’activité de certains

enzymes antioxydantes (Favier, 2003; Pincemail et Defraigne, 2004; Médart, 2009).

La plupart des antioxydants utilisés commercialement dans I'industrie alimentaire,
par exemple butylhydroxytoluene (BHT), butylhydroxyanisol (BHA) et le
butylhydroquinone tertiaire (BHQT), ont été soupconné de causer ou de favoriser des
effets négatifs sur la santé tel le cancer et, par conséquent, certaines restrictions sont
placées sur leurs applications et il y a une tendance a les remplacer par des antioxydants
naturels (Shahin, 2008 ; Krishnaiah et al., 2010)

Ces dernicres années, la recherche d’antioxydants naturels en particulier a partir de
plantes a augmenté et certaines plantes médicinales ont été largement étudiées pour des
activités anti-oxydantes. Les antioxydants naturels proviennent principalement de plantes
sous forme de composés phénoliques (flavonoides, acides phénoliques et les alcools,
stilbénes, tocophérols, tocotriénols) 1’acide ascorbique et les caroténoides. Actuellement,
les efforts visant a acquérir des connaissances approfondies sur le pouvoir d’antioxydants a

partir de plantes et d’exploiter leurs potentiels sont donc en augmentation (Shahin, 2008).

La nature, avec 250.000 a 500.000 especes de plantes, est la source d’une extra-
ordinaire diversité de molécules, possédant parfois des propriétés thérapeutiques, Seule une

poncée de ces richesses a été explorée (Krief, 2003).

En effet, les plantes possédent des milliers de substances actives contenant dans leurs
organes (feuilles, fleurs, fruits, racines,...) et nous pouvons, selon différentes techniques de les
extraire et de les utiliser pour soigner diverses maladies. Souvent, ces remédes naturels sont

tres efficaces avec moins d'effets secondaires que les médicaments
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de synthese, mais peuvent néanmoins étre mortels ou toxiques pour lI'organisme

lorsqu'ils sont mal utilisés (Bougandoura, 2011).

Une plante médicinale étant définie comme toute plante renfermant un ou plusieurs
principes actifs capables de prévenir, soulager ou guérir les maladies (Schauenberg et
Paris, 2010). Comme elle peut renfermer des substances exercant une action thérapeutique

et/ou ayant des effets toxiques (Lullmann et al., 1998).

Malgré les progrés de la pharmacologie et I’industrie pharmaceutique qui ont
permis & la médecine moderne de traiter un grand nombre de maladies, 1’usage
thérapeutique des plantes médicinales est trés présent dans certains pays du monde et
surtout les pays en voie de développement. En Afrique, ces plantes constituent une richesse
et une source importante de matieres premieres pour I’industrie pharmaceutique et

agroalimentaire (Tabuti et al., 2003).

Ces plantes représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués aux
métabolites secondaires qui ont l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure

chimique et ils possédent de trés large éventail d'activités biologiques (Aberkane, 2006).

Les métabolites secondaires des plantes constituent un groupe diversifié de
composés chimiques d’origine naturelle qui n’ont généralement aucune fonction primaire
évidente en ce qui a trait a la croissance des cellules de la plante. Ils sont synthétisés par la
plante en réaction a des stimuli extérieurs et ont souvent une fonction régulatrice dans le
cadre d’une série de réactions physiologiques et métaboliques en cascade a la suite d’un
stress environnemental ou d’une attaque par des ravageurs (Benbrook, 2005). Ces
molécules possédent des fonctions comme pigment, phytohormone, précurseur de synthese
ou des ardmes (Gravot, 2009 ; Scalbert et Williamson, 2000). Les métabolites secondaires
sont en revanche tres nombreux et variés (plus de 100.000) mais produits souvent en trés
faibles quantités. Les classifications de ces composés metabolique sont généralement basées
sur :

o La nature biochimique des molécules, leurs propriétés et effets biologiques (dans le

cas des alcaloides)

o de leur origine biosynthétique.
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On distingue trois grandes catégories de métabolites secondaires chez les végétaux :

o les terpénes : les substances volatiles des plantes, les glycosides, les caroténoides, les
stérols, ...

o les composés phénoliques : les acides phénoliques, les coumarines, les lignanes, les
stilbenes, les flavonoides, les tanins, la lignine,

o lescomposés contenant de l'azote : les alcaloides, les glucosinolates, ... (Hopkins,
2003).

Les composés phénoliques sont des produits du métabolisme secondaire et 1’un des
plus importants groupes de composeés presents dans les plantes. Leur accumulation dans les
plantes, varie quantitativement et qualitativement non seulement dans les différentes
parties de la plante (racines, tiges, feuilles, fleurs et fruits), mais aussi d’une espéce
végétale a 1’autre (Raven et al., 2000). lls comprennent au moins 8000 différentes

structures connues qui sont classés en : les acides phénoliques (C6-C1 et C6-C3), les
flavonoides (C6-C3-C6), les lignanes (C6-C3-C3-C6) et les stilbénes (C6-C2-C6)
(Bruneton, 2009).

Ces composés ont été particulierement étudiés en raison de leur utilisation dans les
domaines pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques sur la
santé. Notons aussi leurs diverses propriétés biologiques comme les activités Anti-
histaminique, anti-inflammatoire, hépato protective, antimicrobienne, anti-carcinogénique,
cardio-protectrice, ... etc. Ainsi, ils sont fréquemment cités comme étant une clé pour la
prévention et/ou la réduction du stress oxydatif et jouant un réle d'inhibiteur des radicaux
libres efficaces (Khenfer et Medjouel, 2016).

La classe flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels, avec plus
de 4000 molécules identifiées. Ce sont des pigments essentiels, responsables de la
coloration des fleurs, fruits et feuilles (Marfak, 2003; Hadi, 2004; Raven et al., 2000). Les
plus importantes sont les flavanols, les flavones, les flavanols, les isoflavones, les

flavanones, et les anthocyanes (EI Gharras, 2009).
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Ces molécules se rencontrent a la fois sous forme libre, mais sont trés souvent liées
avec des sucres, on parle alors d’hétérosides qui constitués d’une partie phénolique
aglycone ou génine associée a un sucre. Elles sont localisées dans divers organes : fleurs,
fruits, feuilles, tiges et racine. Les aglycones sont plut6t présents sous forme de cire dans

les feuilles, les écorces et les bourgeons (Iwashina, 2000).

Les flavonoides sont des antioxydants puissants, des piégeurs de radicaux libres et
des inhibiteurs de la peroxydation des lipides. Les exigences structurelles pour les
fonctions antioxydantes de flavonoides comprennent un groupe hydroxyle en position
carbone trois, une double liaison entre les positions de carbone deux et trois, un groupe
carbonyle en position carbone quatre et la poly hydroxylation des anneaux aromatiques A
et B (Amedjoudj et al., 2017).

Ghardaia est située au nord du désert algérien a une altitude de 497, donc le climat
de la zone d'étude est sec. Les températures varient entre le jour et la nuit, avec des
températures hivernales comprises entre 1 et 25 degrés Celsius et entre 18 et 48 degres

Celsius en été. manque de précipitations au cours de I'année,

Les plantes de la zone d'étude sont utilisées dans la pharmacopée. Selon une étude,
les plantes médicinales ont une grande capacité d'adaptation aux conditions climatiques
difficiles. Il s'adapte par ses propres ressources a tous les stress, grace a ses molécules
organiques complexes qui sont synthétisées et assemblées en petites quantités par les
plantes autotrophes (Lutge et al. 2002 ; Abdrrazak et Joél ; 2007). Ainsi, ce climat sec et
chaud conduit a la production de métabolites secondaires qui difféerent en qualité et en
quantité selon le climat et le lieu, ainsi que la différence dans le type de plantes d'un méme
type, et cette différence est classée en général selon Les zones environnantes, et donc ces

facteurs ont un impact significatif sur les plantes du desert.

Le Sahara est le plus grand des déserts, mais également le plus extréme, c’est a dire
celui dans lequel les conditions désertiques atteignent leurs plus grandes apretés (Ozenda,

1977). La végétation des zones arides est tres clairsemée; leur aspect est en général nu et

désolé. Les arbres y sont aussi rares que dispersés, et les herbes n'y apparaissent que
pendant une breve période de I'année, quand les conditions deviennent favorables (Chopra
et al., 1960).
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En Algérie, le Sahara représente 84% de la superficie et I’un des plus vastes déserts
du monde (FAO, 2012). Il caractérise par les oueds et les vallées séches qui contiennent les
groupements vegeétaux les plus diversifiés et par une grande pauvreté floristique. En effet,
la flore saharienne comporte environ 3000 espéces pour une superficie de 8 millions de

kmz, dont 15% endémique et appartenant a plusieurs familles botaniques (Gaussen
et Leroy, 1982 ; Salhi, 2018). Et environ 500 espéces de plantes supérieures (Maiza et al.,
1993). Ces plantes médicinales sont trés peu étudiées du point de vue ethnobotanique
(Bouallala et al., 2014).

Parmi les familles qu’on peut trouver au Sahara la famille des Rhamnacées, qui est
une famille des plantes dicotylédones qui comprend 900 espéces aupres de 58 genres. Ce
sont des arbres, des arbustes, des lianes ou des plantes herbacées. Les Rhamnacées sont
plus particulierement présentes dans les régions tropicales et subtropicales (Benammar,
2011).

Les especes fruitieres du genre Zizyphus, a grand potentiel de sélection,
représentent des exemples extraordinaires de plantes pérennes a usages multiples dans les
zones arides et semi-arides voire méme désertiques de presque tous les continents grace a
leur capacité de résister la sécheresse par leurs mécanismes physiologique et
morphologique d'adaptation exceptionnels. L'aire naturelle de la majorité des jujubiers se
situant entre 20° et 30° de latitude, zone qui est caractérisée par des climats chauds et secs.
Ils jouent un rdle trés important dans la conservation des sols grace a leurs systemes
racinaires profonds et vigoureux qui permettent une stabilisation des substrats et protégent
ceux-ci contre I'érosion (Laamouri et al., 2008).

Le mot Zizyphus vient du grec «Zizyphos » mais le mot n’apparait qu’au deuxiéme
siecle, et qui viendrait du nom arabe Zizouf, employé pour désigner le jujubier. Environ
100 especes principalement dans les régions tropicales et subtropicales de 1’Asie et des
Ameériques existent, tandis que quelques especes vivent en Afrique et dans les régions

tempérées (Benammar, 2011). L’une entre elles, Zizyphus lotus.
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Zizyphus Lotus, eégalement connu sous le nom de jujube, est évoqué dans le Coran
et considéré par des musulmans comme arbre sacré, ou arbre du paradis. Il pousse
géneralement dans les zones arides et pays semi-arides et est largement distribué en Chine,
en Iran, L'Afrique, la Corée du Sud et I'Europe comme Chypre, I'Espagne, la Grece, et
Sicile (Richardson et al., 2004; Adeli et al., 2015). En Afrique, Z. Lotus est largement
distribué dans les régions méditerranéennes, comme I'Algérie, le Maroc, la Tunisie et
Libye (Adeli et al., 2015).

En Afrique du Nord et au Moyen-Orient, les différentes parties de Zizyphus ont été
utilisées par la médecine traditionnelle et ancestrale pour traiter différentes pathologies,
notamment les troubles digestifs, les faiblesses, les troubles hépatiques, I'obésité, les
troubles urinaires, le diabéte, les infections cutanées, la fiévre, la diarrhée et I’insomnie
(Ghalem, 2014 ; Benammar et al., 2010). Zizyphus lotus est utilisé aussi dans la médecine
traditionnelle Algérienne pour ses activités antidiabétiques et sédatives (Chouaibi et al.,
2012 ; Benammar et al., 2010), pour traiter les maux et les irritations de la gorge, des
broncho pulmonaires et pour soulager le stress et les rhumes (Chouaibi et al., 2012 ; Naili
et al., 2010).

De l'autre main, cette plante offre un délicieux fruit (jujube) qui a été consommeé
frais, séché ou transformé (miel, thé, confiture, jus, huile, pain et giteau,...). Ainsi, il est
utilisé dans la santé, la cosmétique sous plusieurs formes et la nutrition, comme aliment

par les locales populations en quantités substantielles (EI Aloui et al, 2014).

Ces derniéres années, plusieurs rapports scientifiques ont été réalisés sur la
présence de nombreuses molécules biologiquement actives de Z. lotus, qui peut avoir un
bénéfice élevé pour la nutrition humaine et la santé (Renault et al, 1997 ; Chouaibi et al,
2012).

Les études faites sur les métabolites secondaires de Zizyphus lotus ont permis de
mettre en évidence la présence des composés phenoliques qui présentant des propriétés
antioxydantes et antimicrobiennes (Abdoul-Azize et al, 2013 ; Ghazghazi et al, 2014), des
flavonoides (Borgi et al, 2008), des tanins hydrolysables (Naili et al, 2010), des alcaloides
en particulier les alcaloides cyclopeptidiques (Ghedira et al, 1993) et le dammarane des

saponines dans les feuilles (Renault et al, 1997).
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La pulpe des fruits de Zizyphus lotus renferme une quantité tres importante des
sucres (26%) (Ghalem. 2014). Ainsi, les graines de Z. lotus contiennent jusqu'a 33% d'huile
riche en acides gras insaturés (acide oléique (C18:1) et acide linoléique (C18:2), en

campestrol et B-tocophérol (Chouaibi et al., 2013).

Ces derniers temps, la concentration sur la recherche végétale a augmenté partout
dans le monde et un grand nombre de preuves sont recueillies pour montrer I’immense
potentiel des plantes médicinales utilisees dans différents systemes traditionnels
(Dahanukar et al., 2000). Dans la wilaya de Ghardaia la liste de plantes entrant
précisément dans ce cadre est exhaustive. Cependant, La flore de la wilaya reste trés peu
explorée sur le plan phyto-chimiques comme sur le plan pharmacologique.

Le présent travail a donc été entrepris dans le cadre de la valorisation de ressources
vegétales de notre région par des recherches scientifiques, et plus spécifiguement pour une
contribution a 1’étude des propriétés biologiques de 1’espéce Zizyphus lotus de la région de
Metlili — Ghardaia; par la quantification de certaines substances bioactives et 1’évaluation

de leur pouvoir antioxydant.

Notre étude il comprendre deux chapitres et commence par une introduction :

e le premier Chapitre présentera le matériel végétal étudié, les méthodes et les
techniques utilisées pour la réalisation de ce travail, a savoir : ’extraction et la
quantification des composés phénoliques dans nos extraits, et 1’évaluation de 1’activité

antioxydante de ces extraits par deux tests chimiques (test de DPPH et FRAP).

e Le deuxieme chapitre de la partie expérimentale est consacré a la présentation des
résultats obtenu lors le travail de cette étude et leurs discussions en se référant aux

études antérieures faites dans ce domaine.



Introduction générale

e Notre travail a été achevé par une conclusion générale qui englobe les principaux
résultats obtenus. A la lumiére de ces résultats, différentes perspectives de recherche

seront évoquées.
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Chapitre I : Matériel et Méthodes

. Matériel

1.1- Le lieu de travail

Ces L'université de Ghardaia, qui était connue sous le nom de centre universitaire, et elle a
été transformée en université par décision ministérielle en 2012. L'université contient
plusieurs facultés, dont les plus importantes ces la faculté de La biologie .Dont notre
travaille ce deroule entre les deux Laboratoire de recherche(Bio2) et d'équipement qui

contienne le (spectroScan 40 a 8 post.) .
I.2-Réactifs chimiques

Les produits chimiques et les réactifs utilisés dans cette étude sont d'un grade
analytique. lls ont été fournis par Université de Ghardara (Département de Biologie) et sont
achetés de Sigma Aldrish, Fluka analyticals et VWR Prolabo Chemicals.

1.3-Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé au cours de cette étude est de certains composants du
Zizyphus lotus (feuilles et tiges), récoltés en Mars 2021 de la wilaya de Ghardaia, région
de Metlili (Oued, 80Km du Metlili). (Fig.1)

1.3.1.- Choix du matériel végétal

L’espéce choisie dans cette étude est Zizyphus lotus, qui est une espece endémique
de la région méditerranéenne (Benammar, et al., 2010). C'est une plante médicinale utilisée
pour traiter de nombreuses maladies, notamment Y compris les maladies du systeme
digestif, la faiblesse, les maladies du foie, I'obésité, les problemes urinaires, le diabéte,
Infections cutanées, fiévre, diarrhée et insomnie, traitement des ulcéres, activités
Médicaments antidiabétiques (Charifi et Dardar, 2016). Les feuilles sont les plus utilisées
car elles sont en méme temps siege des réactions photochimiques et réservoirs de matiéres

organiques qui en dérivent (Ould EIl Hadj et al., 2003).

La plante étudiée été choisie essentiellement sur la base de leur intérét et leur

fréquence d’utilisation en médecine populaire et leur richesse en matieére de métabolites
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primaires et secondaires. Alors, 1’objectif de ce travail vise a évaluer [D’activité
antioxydante des principes actifs extraits par des solvants de polarité différente des feuilles

et des tiges de Zizyphus lotus.

Figure 1 : Zizyphus lotus récoltées dans la région de Metlili de la Wilaya de Ghardaia
(Originale, 2021)

1.3.2- Description botaniques et systématique

Zizyphus lotus est un arbuste trés épineux a croissance lente qui peut atteindre 10
m de hauteur et 50 a 60 cm de diamétre du tronc. Il est a port arrondi, a ramure tortueuse, a
branches vertes épineuses et a écorce fissurée. Les branches présentent une croissance en
zigzag avec des tiges gréles, flexueuses, ramifiées, effilées et épineuses. Il existe deux
types d’pines associées en paires, certaines sont longues de 2,5 cm et d’autres sont courtes

et peuvent se recourber facilement (Mahajan, 2009).

Les feuilles sont petites (environ 8 x 15 millimétres), courtes et ovales-oblongues
plus au moins elliptiques de 1 a 2 cm de longueurs et de 7 mm de largeur (Bayer et Butter,
2000). Elles sont lisses et brillantes sur les deux faces, et présentent trois nervures
longitudinales saillantes partant du pétiole (Baba Aissa, 1999). Les épines sont stipulaires
dissemblables ; I’une grande, plus ou moins droite et dressée vers le haut, 1’autre plus

petite et courbée en crochet vers le bas.

Les fleurs du Z lotus sont tres visibles, de couleurs jaunes avec des sépales ouvertes
en étoiles, des petits pétales et un ovaire supére bisexuel et fleurissent en juin (Baba Aissa.,
1999 ; Nour et Dilmi., 2017).
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Le fruit est ovoide-olong, ayant la forme et la grosseur d’une belle olive, d’abord vert puis

jaune, il devient rouge foncé (ou brun orangé) quand il est mQr, en octobre (Bayer

et Butter, 2000). Le fruit du jujubier est légérement sucré. Les noyaux, plus souvent

détachables des pulpes, peuvent atteindre 1,05 cm de long (EIl Aloui et al., 2010).

Z. lotus posséde un systeme racinaire plus clairsemé que le pommier ou le pécher
(Mengjun, 2006). Ainsi, cet arbrisseau a une croissance tres lente et commence a porter

des fruits vers I’age de 4 ans. Ils peuvent continuer a paraitre vers 20 a 25 ans (Maraghni et

al., 2011).

D’aprés Quézel et Santa (1963), la classification qu’occupe Zizyphus lotus est la

suivante :

Régne : Plantes
Embranchement : Spermatophytes
Sous embranchement : Angiospermes
Sous classe : Dicotylédone
Ordre : Celastrale
Famille : Rhamnacées
Genre : Zizyphus
Espece : Zizyphus lotus

1.3.3- Répartition géographique

Les Rhamnacées, d’originaire de la Chine, sont présentes dans plus de 30 pays
(Mengjun et al. 2003 ; Li, 2006), mais plus particulierement dans la région tropicale et
subtropicale: I’ Asie et I’Amérique du Nord (Lui et Cheng, 1995 ; Fekih, 2009).

Zizyphus lotus est une espéce méditerranéenne avec une faible pénétration dans le
Sahara septentrional : Maroc, Algérie, Tunisie, Libye. Elle réapparait ensuite au Yémen,

dans I’ile de Socotra, au Moyen-Orient : en Palestine, Syrie, Turquie et Chypre. On la
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retrouve enfin en Grece, Sicile, Espagne méridionale et Corée du Sud (Quezel, 1963 ;
Richardso et al., 2004 ; Si Benasseur, 2005; Gorai et al .2010 ; Adeli et Samavati ., 2015).

occupe 1’aire géographique du Maroc a 1’ Afghanistan et de 1’ Afghanistan jusqu’a la chine,
Il est répandu en Mali, Niger, Burkina Faso et Sénégal (Blank, 2001; Ouedraogol et al.
2006). En Afrique, Z.lotus est largement distribué dans la région méditerranéenne, comme
I'Algérie, le Maroc, la Tunisie et la Libye (Hammi et al., 2015; Souleyman, 2016 ).

En Algérie, le Z. lotus s’étale sur tout le Nord du Maghreb (Quezel et Santa, 1963).
Il est trés Commun dans toutes les parties de 1’ Algérie (Daumas et De Chancel, 1848), et le
Sahara septentrional, sauf le tell Algéro-Constantinois. Il est présent surtout sur les Hautes
plaines steppiques, I'Atlas saharien et jusqu'au Sahara septentrional (de la mer au Sahara),
il prospére dans les lits d'oueds et berges sableux graveleux, et pousse également dans les

ravins pierreux et les pentes rocheuses (Quezel et Santa, 1963).

Il est tres répandu dans les régions arides d’Algérie du sud, Ain Oussara et
Maessad (willaya de Djelfa) au climat aride et a Taghit de la wilaya de Bechar au climat
saharien (Mounni, 2008).

1.3.4- Région d’échantillonnage

Le matériel végétal qui est constitué des feuilles et des tiges du Zizyphus lotus ont
été fraichement récoltées le mois de mars 2021, 80 km a 1’ouest de Metlili, la Wilaya de
Ghardaia (Algérie).(Fig.2).
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Figure 2 : Situation géographique de la région d’étude (la wilaya de Ghardaia, 80 km
A T’ouest de la région de Metlili (oued) par application de Maps Google
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1.3.5- Préparation du matériel végetal

La partie aérienne de la plante (les feuilles et les tiges) sont séchées dans I'étuve.
fig.3(a). Aprés le séchage, le matériel vegétal a été broyé par un mélangeur électrique et
par mortier, pour obtenir une poudre fine. Fig.3 (b) Cette poudre ainsi récupérée a éte

conservées dans un endroit sec, en vue de procéder aux différentes manipulations.

(b)

Figure 3: (a) : Séchage des feuilles et des tiges de Zizyphus lotus a I’étuve, (b) : Poudre des
échantillons (Laboratoire d’Université de Ghardaia) (Originale, 2021)

I1. Méthodes d’analyses

11.1- Préparation des extraits

L’extraction solide-liquide est la méthode utilisée pour extraire les composes
phénoliques du matériel végétal. Cette méthode est I’opération fondamentale qui a pour but
d’extraire ou de séparer par dissolution dans un liquide un ou plusieurs composants (solide

ou liquide) mélangé a un solide (Velickovic et al., 2006).

Les composés phenoliques sont présents dans toutes les parties de la plante. Ces
molécules ont toutes des parties polaires hydrophiles, certaines ont des parties hydrophobes
et leurs groupements alcools leur offrent la possibilité de former de nombreux liaisons
hydrogene, cela explique leur solubilit¢ dans les solvants polaires. Les formes
hétérosidiques de ces composés phénoliques sont classiqguement solubles dans I'eau. Par

conséquent, il n’y a pas de procédure uniforme ou complétement satisfaisante et adaptée
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pour I’extraction de tous les composés phénoliques ou une classe spécifique des substances

phenoliques dans les substances végétales (Naczk et Shahidi, 2004).

Dans la présente étude, la méthodologie d'extraction a été effectuée suivant la
méthode décrite par Marie-Josbphe Amiot (Amiot et al, 1986), avec une légeére

modification. Nous avons décrit deux sous étape:

11.1.1- Macération

Une quantité de 5 g de la poudre précédemment obtenue, des feuilles et des tiges de
Z.lotus, est macérée dans 100 ml d’un mélange hydro-alcoolique (solvant polaire) (80/20
- VIV) ; 80 ml méthanol et 20 ml eau, pendant 48 heures a température ambianteet a
I’obscurité. L’extrait est filtré puis les macéras hydro-méthanoliques sont évaporées a sec

sous pression réduite a 40°C.

11.1.2- Purification

Les phases aqueuses restantes de chaque extrait sont soumises a plusieurs

affrontements par divers solvants organiques.

a-Ether de pétrole: dans une ampoule a décanter, la phase aqueuse est lavée plusieurs
fois avec un demi-volume d'éther de pétrole jusqu'a I'épuisement des pigments et les

composes apolaires. Pour notre travaille, on n'intéresse pas par la fraction d'éther de

pétrole; c'est une étape de dépigmentation.

b-Acétate d'éthyle: la phase aqueuse est ensuite lavee une ou plusieurs fois avec un
méme volume d'acétate d'éthyle en présence de deux solutions de 2% de sulfate
d’ammonium et de 2% d’acide ortho phosphorique qui facilitent le passage des composés
phénoliques vers la phase organique. Ce solvant permet d'extraire les composés

phenoliques peu polaires a polaires.Fig.4

c-Butanol: ainsi, la phase aqueuse obtenue est lavée une troisieme fois par le solvant
butanol qui est extrait les composes phénoliques plus polaires et plus lourds (tannin,

lignine).
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Les deux fractions obtenues d'acétate d'éthyle et de butanol sont séchées par le sulfate de
sodium anhydre puis évaporés a sec. Les résidus sont repris dans 10 ml de méthanol et les
conservés a 4°C jusqu'a leur étude. La figure 4 résume le mode opératoire de I’extraction

des composés phénoliques.
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Extraction MeOH/ H,O

Résidu aqueux

Résidu aqueux

Affrontement au butan

Extrait butanolique

Affrontement a
I'acétate d'éthyle

Extrait acétate d'ethyle

Résidu aqueux

Figure 4 : Schéma général d’extraction des principes actifs de Z. lotus
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I1.3-Analyses quantitative

11.3.1- Dosage des phénols totaux
Principe

Le dosage des phénols totaux a été effectué par une meéthode colorimétrique
adaptée par Singleton et Ross (1965) avec le réactif de Folin-Ciocalteu (Kanatt et al.,
2011). Ce dernier est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d’acide phosphomolybdique (HsPM012040) qui se réduit, lors de I’oxydation des composés
phénoliques, en oxyde bleu de tungsténe (WgOz23) et de molybdene (MogOz3). La coloration
bleue produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et posséde une absorption
maximum aux environs de 750 -765 nm. Le phénol standard utilisé dans cette méthode est

I'acide gallique (Boizot et charpentier, 2006).

Protocol expérimental

Une courbe d’étalonnage standard a été obtenue a partir des solutions d’acide
gallique de différentes concentrations. 100 ul de chaque concentration est mélangée avec
500 pl du réactif de Folin—Ciocalteu (10 fois dilué) fraichement préparé. Aprés 5 minutes
d’incubation a I’obscurité et a température ambiante, 2ml de solution de carbonate de
sodium NaxCOs a 2 % a été ajoutée tout en agitant. Aprés, les solutions sont maintenues a
I’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante. L’absorbance de chaque solution a
été déterminée a 760 nm a 1’aide d’un spectrophotometre UV-Visible (Spectroscan 40),
contre un blanc. Les lectures de la densité optique a 760 nm des solutions ainsi préparees
ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Annexe 1). Toutes les

mesures sont réalisées en duplicata.

L’analyse quantitative des phénols totaux des quatre extraits de Z. lotus a été
réalisée par la méme procédure. Les concentrations des phénols totaux contenus dans les
extraits sont calculées en se référant a la courbe d’étalonnage d’acide gallique. Les
résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de matiére
seche (mg EAG/ g Ms).
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11.3.2- Dosage des flavonoides

Principe

La quantification de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits a été

effectuée par la méthode adaptée de Lamaison et Carnat (1991),

La détermination de la teneur en flavonoides des extraits est effectuée par la
méthode adaptée de Lamaison et Carnat (1991), avec le trichlorure d’aluminium (AICI3).
Le tri chlorure d’aluminium forme un complexe acide stable avec les groupements
hydroxyles des flavonoides. Ce complexe de coloration jaune, absorbe a une longueur

d’onde de 409 nm dont I’intensité est proportionnelle a la quantité des flavonoides présente

dans I’échantillon (Bahorun, 1997 ; Kaanin et Harfi, 2012).

Protocol expérimental

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
de la rutine a différentes concentrations. Brievement, 1 ml de la rutine avec dilutions
convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AlClz (2% dans le méthanol).
Le mélange a été vigoureusement agité et I'absorbance a 409 nm a été lue dans le méme
spectrophotomeétre apres un temps de 20 minutes d’incubation a température ambiante et a

I’obscurité.

Les lectures de la densité optique & 409 nm des solutions ainsi préparées ont permis
de tracer la courbe d’étalonnage de la rutine (Annexe 1). On effectue la méme opération

pour les différents extraits étudiés. Toutes les opérations sont réalisées en duplicata.

Les concentrations des flavonoides sont déduites a partir de la gamme d’étalonnage

établie avec la rutine et sont exprimées en mg équivalent la rutine par gramme de Ms.

I1.4-Activité antioxydante

L’activité antioxydante des composés phénoliques provient de leur capacité a
donner un électron ou un hydrogene, et de délocaliser un électron impair a I’intérieur de

leur structure aromatique. lls protegent ainsi les molécules biologiques contre I’oxydation.
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Dans notre étude, la mise en evidence de I’activité antioxydante in vitro des
différents extraits du Zizyphus lotus est réalisée par la méthode du piégeage d’un radical
libre 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) et test Ferric Reducing / Antioxydant Power
(FRAP).

11.4.1- Test du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
Principe

Pour étudier ’activité anti-radicalaire des différents extraits de Z. lotus, nous avons
élire la méthode qui utilise le DPPH (diphénylpicryl-hydrayl) comme un radical libre
relativement stable (Sharma et al., 2009), selon le protocole décrit par Mansouri et al.
(2005). Ce test est basé sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH-). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine (non

radical) en acceptant un atome d’hydrogene (fig. 5).

Q s O )
- ¥
R ol
DPPH DPPH-H
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K w * WL represents antioxidant /

Figure 5: Réduction du radical libre DPPHe en présence d’un antioxydant (Congo, 2012).

La réduction de DPPHe (2.2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl) en DPPH-H (2.2
Diphenyl-1-picryl hydrazine) induit une perte de sa couleur violette qui peut étre suivi a
517 nm ce qui reflet la présence des substances anti-radicalaires dans le milieu; ainsi quand
la perte de la couleur est rapide, le donneur de I’hydrogene est considéré comme un fort

antioxydant (Rice -evans et al., 1996 ; Sanchez-Moreno, 2002).
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Protocole expérimental

L’activité du piégeage du radical libre DPPHe a été mesurée selon le protocole

décrit par Mansouri et al. (2005).

100ul de chaque solution des extraits a différentes concentrations sont ajoutés a 1
ml de la solution méthanolique du DPPHe (250uM). Parallé¢lement, un témoin négatif est
préparé en mélangeant 100ul de méthanol avec 1 ml de la solution méthanolique de
DPPHe. Apres incubation de 30 min a Il’obscurité et a température ambiante, les

absorbances sont mesurées & 517 nm contre le blanc correspondant.

A titre comparatif le pouvoir anti-radicalaire des standards (Trolox et acide
ascorbique) a été mesuré suivant la méme procédure citée précédemment. Les résultats de
la mesure de la densité optique de chaque solution d’extrait a différentes dilutions ont

permis de calculer le pourcentage d’inhibition du DPPH par la formule suivante (Yu et al.,

2004) ;
% d'inhibition = (A Témoin — A Echantillon / ATémoin) *100

Ou : A 1emoin : désigne 1’absorbance de DPPH« seul sans antioxydant.
A Echantillon : représente I’absorbance de DPPHe en présence de I’antioxydant.

Ensuite, le tracage du pourcentage d’inhibition (%) en fonction de la concentration
en antioxydant (composés phénoliques) ou antioxydant standard choisi a permis d’obtenir
la concentration ICsp qui définit comme la concentration nécessaire pour 1’obtention de

50% de la forme reduite du radical DPPHe (Kroyer, 2004).

11.4.2- Test de FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power)

Principe

Cette méthode est originalement développée par Benzie et Strain (1996) pour
mesurer le pouvoir antioxydant du plasma sanguin puis la technique est appliquée sur les
extraits végetaux (Nithiyanantham et al., 2012). Elle est basée sur la réduction d'un

complexe tripyridyltriazine ferrique (Fe**-TPTZ) en un complexe tripyridyltriazine ferreux
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(Fe®*-TPTZ) par un antioxydant (AH) (Maksimovic et al., 2005), & un pH de 3,6 pour

maintenir la solubilité du fer (Fig.6).

L p Ol D)
E/[\‘ F ,!\} + antioxidant _ Q ;e? T/J\
NN
N
saas Y e e b
Fe(l)TPTZ)]* [Fe(ll}{TPTZ)2]%*, Amax = 593 nm

Figure 6: Réduction du tripyridyl-triazine ferrique (Fe3+-TPTZ) en présence
d’antioxydant (Prior et al., 2005).

Protocole expérimental

Le pouvoir de réduction ferrique est déterminé selon la méthode qui décrite par
(Benzie et Strain, 1996) et modifiée par Pulido et ses collaborateurs (2000).

Le réactif FRAP a été préparé par un mélange de 25 ml du tampon d’acétate (300
mM, pH 3.4) avec 2.5ml de la solution du TPTZ (10 mM dans 40 mM HCL) et 2.5 ml de
la solution du trichlorure de fer (FeClz.H20) (20mM) respectivement. 1ml d’une solution
fraiche du réactif FRAPa été ajouté a 100 ul de chaque extrait. Les absorbances sont

mesurés a 593nm apres une incubation pendant 8 min a température ambiante.

L’activité antioxydante de nos extraits évalués par ce test est mesurée en FEAC qui
représente I’activité antioxydante en équivalent de ferreux. Les résultats sont formulés en
mg/ml de Fe (II) par I’utilisation de 1’équation obtenue a partir de la courbe d’étalonnage

de FeSOyq.

Ainsi, le parametre EC1 (concentration équivalente 1), des extraits et les standards,
est calculé. Il est défini comme la concentration de 1’antioxydant qui donne une réduction

du TPTZ équivalent a 1mM du FeSO4.7H20.
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Le contrdle positif est représenté par deux standards comparatifs comme des antioxydants :
le Trolox et ’acide ascorbique, dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions
que les extraits. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du

pouvoir réducteur des extraits testes.
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l. Les rendements d’extraction

L’¢élément structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques est la
présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un
groupement hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (ester, méthyle ester,
glycoside...) (Bruneton, 1999). Le nombre et la complexité des cycles benzéniques
hydroxylés chez tous les composés phénoliques est responsable aux propriétés
physicochimiques caractérisant chaque composé (Machiex et al., 2006).

La méthode d'extraction utilisée dans ce travail est 1’extraction par macération. Il
s'agit d'une méthode traditionnelle largement utilisée. Il s'agit de mettre en contact le
matériel végétal avec le solvant a température ambiante avec ou sans agitation (Spigno et
al., 2007). Cette méthode permet une extraction douce des principes actifs, surtout
lorsqu’ils sont thermolabiles (qui sont sensibles aux changements de température)
(Chabrier, 2010) pour conserver I’impartialité des molécules bioactifs (Lecheheb, 2010).

Cette extraction a été effectuée par un mélange hydro-alcoolique méthanol/eau (8/2
VIV) afin d'extraire les principes actifs. Aprés, les extraits bruts obtenus ont subit une
purification par une extraction liquide-liquide avec l'utilisation des solvants a une polarité
différente. Cette méthode a permet de séparer les composés extraits de la poudre végétale
en fonction de leur solubilité dans le solvant d'extraction (Kholkhal, 2014).

De ce fait, une purification selon une graduation de polarité a été réalisée pour les
deux extrait bruts des feuilles et des tiges du Zizyphus lotus, par deux solvants 1’acétate
d’éthyle et le butanol. Ce qui nous a permis d’avoir deux fractions différentes d’acétate
d’¢éthyle et le butanol a priori contiennent les composés phenoliques polaires et plus

polaires.

Généralement, les quatre extraits obtenus présentent un aspect pateux pour tous les
extraits avec des couleurs différentes (Marron claire et verte foncé). La couleur et 1’aspect

de chaque extrait sont consignes dans le tableau ci-dessous.

28



Chapitre 11 : Résultats et Discussion

Tableau 1 : Couleur et aspect des extraits du Zizyphus lotus.

Partie utilisée ~ Fraction organique Couleur Aspect
Feuille Ac.Et Verte foncé Pateux
BuOH Verte foncé Pateux

Tige Ac.Et Marron claire Pateux
BuOH Marron claire Pateux

En genéral, la couleur des extraits est de verte foncé pour les feuilles et de marron
claire pour les tiges. La différence de la couleur entre les extraits est due a la présence des
pigments de différentes natures. Selon la littérature, ils peuvent étre des chlorophylles,
caroténoides, des anthocyanes, des flavones, des flavonoles, des lycopénes, des flavo-
xanthine et des lutéines (NezamEIl-Din et al., 1982; Gross et al.,1983 et Barreveld, 1993).

Le rendement d’extraction a été déterminé par rapport au poids de matiere végétale
séche rendu en poudre pour les différentes parties étudiées du Zizyphus lotus (les feuilles et
les tiges). Les résultats de rendement d’extraction ont été exprimés en pourcentage (P/P) et

ils sont représentés dans 1’histogramme ci-dessous.
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Figure 7 : Comparaison de rendements d’extraction des différents extraits de Zizyphus

lotus.
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Il ressort de ces résultats que les meilleurs taux d’extraction sont obtenus par la
partie des feuilles de Zizyphus lotus, dont la fraction d’acétate d’éthyle présente un
rendement de 72,4 % suivi par la fraction butanolique avec un taux de 62,2 %. Cela peut
s’expliquer par le fait que les feuilles contenant des molécules bioactives a grande

solubilité dans le solvant d’extraction choisi.

Tandis que, les extraits des tiges ont montré des rendements faibles et une
différence tres remarquable par apport les extraits des feuilles. En effet, la fraction
d’acétate d’¢éthyle a été présenté un taux de 2,8%, par contre la fraction butanolique a noté

un rendement plus ou moins éleveé (24,6 %).

Ainsi, on remarque que les taux varient d’une partie a une autre. Cette différence
est aussi distinguée dans une méme partie d’une fraction a une autre. Cela veux dire qu’il y
a une difference de diffusion du solvant dans la poudre des plantes dans I’étape de

macération et probablement a la nature des solvants utilises pour la purification.

Plusieurs méthodes d’extractions ont été utilisées sur différentes parties de cette
espece. Toutefois, il est difficile de comparer les résultats du rendement avec ceux de la
bibliographie (Mohammedi, 2006), car le rendement n’est que relatif et semble étre li¢ a
I’origine géographique, aux conditions et a la durée de la récolte et de stockage ainsi
qu’aux méthodes d’extraction appliquées (Saoud, 2016). D’autres facteurs peuvent avoir
une influence sur le rendement d’extraction, tel que le pH, la température, le ratio
solide/liquide, et le nombre et I’intervalle de temps des étapes d’extraction individuelles

(Macheix et al., 2005).

L’étude réalisée sur Zizyphus lotus par Baba Ouyoub (2017) a montré une grande
variabilité de rendement d’extraction en fonction de la méthode d’extraction utilisee,
continue et discontinue, et le solvant choisi. Cette étude a aussi montré que le rendement
d’extraction de méthanol est plus élevé a ceux des autres extraits pour les deux méthodes

utilisées.

De méme, (Kanoun.K, 2010; Sawadogo, 2012 ; Hamida et Wassef, 2019) a trouvé
que le rendement d’extrait acétate d’éthyle du Z.Lotus (feuilles et tiges) est assez faible que

nos résultats (5.06 % et 1.38 %). Egalement, les extraits butanoliques des feuilles et des
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tiges ont été noté méme différence avec des rendements de 22.46% et 12.42 %

respectivement.

La nature chimique des composes phénoliques végétaux varie du simple aux
substances tres polymérisés qui incluent des proportions variables de composés
phénoliques : acides, phényl propanoides, anthocyanes et tannins, entre autres. lls peuvent
¢galement exister sous forme de complexes avec des glucides, des protéines et d’autres
composants, certains de haut poids moléculaire de ce fait les composés phénoliques

peuvent étre tout a fait insolubles (Naczk et Shahidi, 2004).

Par conséquent, les extraits phénoliques de matieres végétales sont toujours un
mélange de différentes classes de composés phénoliques dont certaines sont solubles dans
le systeme de solvant utilisé. Des étapes supplémentaires peuvent étre nécessaires pour
éliminer les composés phénoliques non désirés et les substances non-phénoliques tels que

les cires, les graisses, les terpénes et les chlorophylles (Naczk et Shahidi, 2004).

Par ailleurs, 1’utilisation des solvants de différente polarité permet de séparer des
composes selon leur degré de solubilité dans le solvant. Cette méthode d’extraction menéee
a température ambiante et sous agitation contenue, permet d’extraire le maximum des
composants bioactifs et de prévenir leur dénaturation ou modification probable, dont la
température élevée provoque 1’inactivation des composés phénoliques, la diminution de

leur extractibilité dans le solvant, aussi affecte leur quantification (Zoughlache, 2009).

Ainsi, bien que la méthode d’extraction a partir du matériel végétal que nous avons
choisi dans notre étude (un mélange hydro-alcoolique (méthanol-eau) avec un rapport
(80/20) en volume) est citée dans diverse litératures : (Conforti et al, 2007 ; Chirinos et al,
2007 et Paduch et al, 2007) comme solvant et méthode de choix pour extraire des
composés phenoliques ayant des activités importantes (Djeridane et al., 2008), elle devra
quelquefois étre modifiée pour étre mieux adaptée a leur nature chimique, leur solubilité et

leur degré de liaison avec d’autre constituants végétaux.
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11.2.- Analyses quantitative

Les différents extraits ont été analysés quantitativement par spectrophotomeétre UV-
visible pour leur contenu en phénols totaux et en flavonoides. La raison principale pour le
choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés anti-oxydantes des

plantes leur sont attribués.

La mesure d’une longer d’onde bien précise (A max) ont été muserez par une
spectrophotométrie UV-Visible pour la molécule ou du Complexe qu’elle forme avec un
réactif, I’intensité d’absorption (densités optique ; DO) permettra de déterminer la quantité
de la molécule présente dans un échantillon, par rapport a un témoin de concentration

connue Maisuthisakul et al., 2008).

Des droites d’étalonnages ont été tracées pour cet objectif, qui sont réalisées avec
des solutions d’étalons a différentes concentrations. Les quantités des phénols totaux et des
flavonoides ont été rapportées en milligramme d’équivalents de 1’étalon utilisé par gramme

de matiére séche (mg EE/g Ms).

Il. 2.1- Dosage des phénols totaux

La quantification de teneur en phénols totaux a été estimée par la méthode
colorimétrique de Folin Ciocalteu adaptée par (Singleton et Ross, 1965). C’est I’une des
méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en phénols totaux, des
plantes médicinales et les nourritures (Djeridane et al., 2006 ; Abdel-Hameed, 2009). Cette
méthode est basée sur la réduction de réactif Folin-Cioclateu lors de 1’oxydation des
phénols en un mélange d’oxyde bleu de tungstéene et molybdéne. La coloration bleue
produite, dont 1’absorption maximale est a 760 nm, est proportionnelle a la quantité de

phenols totaux présente dans les extraits végétaux (Li et al., 2007).

Les teneurs en composés phénoliques totaux des différents extraits de la plante

étudiée ont été calculées a partir de 1I’équation de la courbe d’étalonnage (Figure 08)
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Figure 8 : Courbe d'étalonnage d'acide gallique

Les teneurs sont exprimées en mg d’équivalent acide gallique (GAE) par gramme
de matiere séche. Généralement, I'acide gallique est le standard le plus souvent employé
dans la méthode de Folin - Ciocalteu. Ainsi, c’est un composé de colit peu élevé et se

solubilisé facilement dans 1’eau (Maisuthisakul et al., 2008).

Les teneurs en phénols totaux des différents extraits de Z. lotus sont présentées dans
la figure (9).

Teneur en phénols totaux mg/g

E Teneur en phénols
“ totaux mg/g
T T T I/

O Rr N W b U1 OO N

AE feuille But feuille  AE tige But tige

Figure 9 : Teneur en phénols totaux des différents extraits de Zizyphus lotus.
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L’examen des résultats obtenus dans la figure 2 montrant que les extraits de Z. lotus
possedent des teneurs en phénols totaux trés différentes et en relation étroite avec la partie

étudié et la nature du solvant d’extraction utilisé.

Il ressort que la teneur en composés phénoliques la plus élevée se trouvait dans
I’extrait butanolique (BuOH) des feuilles de Z. Lotus (7.140 + 0.0025 mg EAG / g de
matiere seche). Ainsi, par la suite vienne 1’extrait d’acétate d'éthyle (Ac.Et) avec une
valeur de 5.718 + 0.001 mg EAG/g de matiére séche. Néanmoins, les extraits des tiges
représentent les teneurs les plus faibles avec des valeurs de (4.680 + 0.004 mg EAG / g
Ms et de 3.309 + 0.001 mg EAG/g Ms pour les fractions d’acétate d'éthyle et de butanol

respectivement.

Généralement, les résultats obtenus ont montré que les teneurs en phénols totaux
sont trés importantes que celles observées pour d’autres espéces. Ainsi, nous pouvons
conclure que les feuilles et les tiges de Zizyphus lotus sont relativement riches en composes
phénoliques et cela, en comparaison avec les teneurs obtenues dans les plantes de la
famille d’Astéracée qui est trés connue par sa richesse en composés phénoliques (Djéridane
et al., 2008).

Egalement, la richesse de la partie des feuilles en composés phénoliques peut étre
expliquée par le fait que ces composés interviennent dans la protection de cette partie vis-
a-vis différents types de stress (lumineux, hydrique, thermique, salin. etc.) car cette partie

est le siége de la photosynthése (Telli, 2017).

En effet, les extraits organiques d’acétate d’éthyle comportent des taux importants
en phénols totaux par rapport aux extraits butanoliques. Ceci, pourrait étre di a la nature
des composés phénoliques extraits par 1’acétate d’éthyle; possédant ainsi une polarité
intermédiaire qui permettra se solubiliser la plupart des phénols comme les flavonoides
aglycones et les acides phénoliques. Les composés phénoliques de nature polaires, tels que
les tanins et les saponines, sont généralement plus extractibles par le butanol (Evans,
2006). Pour cette raison, on peut conclure la richesse des feuilles en les tanins et les

saponines.

34



Chapitre 11 : Résultats et Discussion

Il faut noter que les tencurs d’extraits bruts et les teneurs en phénols totaux ne
varient pas dans le méme sens, car on remarque que pour des teneurs élevés en extraits on
enregistre des quantités faibles en phénols totaux. Cette constatation est valable
pratiquement pour toutes les extraits et notamment dans I’extrait d’Ac.Et des tiges car il a
enregistré la valeur la plus faible en rendement d’extraction 2,8 %; m/m alors que ce n’est
pas le cas pour la teneur en phénols totaux ou la quantité est trés importante a celle des
autres extraits, de 4.680 £ 0.004 mg EAG / g.

En termes de comparaison, ces résultats sont supérieures a ceux mentionnés dans
le travail de Hamida et Wassef (2019) qui ont obtenu une teneur en composés phénolique
de 0,03 £ 0,01 et 0,18 = 0,01 mg EAG/g Ms et de 0,15 + 00 et 0,07 £ 0 mg EAG/g Ms
d’extrait des feuilles et des tiges respectivement. Ainsi, nos résultats sont plus élevés a

ceux trouvés dans 1’étude de D’ Kanoun (2011).

De plus, le travail de Baba Ouyoyb (2017) a déterminé le contenu en phénols
totaux dans des extraits d’acétate d’éthyle des feuilles de Zizyphus lotus, de la région de
Ghardaia par deux méthodes d’extraction différentes, continue et discontinue. La teneur
marquée dans I’extraction discontinue est assez supérieur a celle de notre extrait d’Ac.Et
des feuilles (18.06+0.38 mg GAE /g de matiére séche). Pourtant, I’extrait d’Ac.Et obtenu
par une extraction continue a montré une teneur plus faible a celle de notre extrait
(2.61+0.02 mg GAE/g de matiére seche).

Alors la méthode d’extraction est bien influencée sur le contenu des extraits en
composés phénoliques. Dans le travail de Baba Ouyoyb (2017), elle a constaté que
I'extraction discontinue donne les meilleurs rendements des composés phénoliques par
rapport a I'extraction continue. Celle-ci peut étre expliquée par la diminution quantitative
des composées phénoliques dans I'extraction (successive) continue selon le mécanisme de

solubilité dans les différents solvants.

En outre, plusieurs facteurs peuvent avoir une influence sur la teneur en composés
phénoliques. Des études récentes ont montré que les facteurs extrinséques (tels que des
facteurs géographiques et climatiques, sécheresse, nature du sol, pollution, agressions et

maladies), les facteurs genétiques, mais également le degré de maturation de la plante et la
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durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en composés phénoliques (Baba
Ouyoub, 2017).

En réalité, il n’existe aucune méthode permettant de doser de maniere satisfaisante
et simultanée I’ensemble des composés phénoliques présents dans un extrait végétal non
purifié (Macheix et al., 2005). Néanmoins, une estimation de la teneur en phénols totaux
peut étre obtenue par différentes méthodes, la plus utilisée est celui de Folin-Ciocalteau
qui, en milieu alcalin, se réduit en mélange d’oxyde bleus de tungsténe et de molybdene

(Benkhedimallah et Kismon, 2014 ; Beddou, 2015).

Bien que la grande sensibilité de la méthode de Folin-Ciocalteu, elle peut présenter
des problémes d’interférence, de ce fait les résultats du dosage des composés phénoliques
ne montrent pas a toute fois les valeurs exactes de contenu des extraits en phénols totaux.
En effet, le réactif Folin-Ciocalteu peut réagir avec les acides aminés (tyrosine,
tryptophane), les sucres réducteurs comme le glucose et le fructose (Boizot et Charpentier,
2006).

D’autres techniques pour la quantification de ces composés tels que
chromatographie en phase gazeuse (GC) et la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) peuvent étre utilisées. Ces analyses permettront la séparation et la
quantification de composés phénoliques ainsi que la connaissance des principales classes
de composés phénoliques présentes dans chaque extrait ainsi que leurs quantités relatives.
L’¢lucidation de la structure est souvent réalisée en utilisant la combinaison de GC et

HPLC avec I’analyse par spectrométrie de masse, ainsi que d’autres techniques pertinentes.

11.2.2-Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode du trichlorure
d’aluminium (Lamaison et Carnat, 1991 et Bahorun, 1997), en utilisant comme standard la
rutine. La méthode d’AlClz est simple, peu colteuse et offre une bonne sensibilité. Cette
méthode permet de déterminer la teneur totale en flavonoides, qui forment un complexe
jaunatre avec AICIsz absorbe a 409 nm, méme en présence d'autres composés phénoliques

qui ne peut pas former un complexe avec AIClz (Laouini, 2014).

36



Chapitre 11 : Résultats et Discussion

[any
]

R2=0,995

© o o o o
oo N » L

Absorbance 409 nm
o
=

© o ©
N W

o

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07
Concnetration de la rutine (mg/ml)

Figure 10 : Courbe d'étalonnage de la rutine

A partir la courbe d’étalonnage de la rutine (fig.10), on détermine les teneurs en
flavonoides dans différents extraits, exprimant en milligramme équivalent de rutine par
gramme de matiéere séche (mg ER/g). Les résultats de la quantification des flavonoides des

différents extraits de Z. lotus sont présentés dans la (fig.11).
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Figure 11 : Teneur en flavonoides des différents extraits de Zizyphus lotus.
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L’analyse quantitative des flavonoides indique des valeurs comprises entre 0,425 et
4,008 mg ER/g Ms. En effet, la valeur maximale est obtenue avec 1’extrait d’Ac.Et des
feuilles (4,008 + 0,393 mg ER / g Ms), aussi cette partie enregistré la valeur la plus faible
en flavonoides pour I’extrait de butanol (0,425 £+ 0,004 mg ER /g Ms). Autant, les fractions
organiques des tiges ont montré des faibles teneurs en flavonoides (0,850 + 0,005 mg ER
/g Ms et 0,691 + 0,033 mg ER /g Ms pour les fractions de butanol et d’acétate d’éthyle

respectivement).

Sur la base de ces résultats, nous pouvons constater que 1’extrait d’acétate d’éthyle
des feuilles est plus riche en flavonoides par rapport a 1’extrait butanolique. Ceci, est peut
étre expliqué par la nature des composes flavonoidiques (le cas des isoflavones, flavanones
et flavonols) qui sont extraits préférentiellement par 1’acétate d’éthyle (Andersen et
Markham, 2005). Toutefois, la partie de la tige présente une répartition égale entre le

contenu en flavonoides moyennement polaire et polaire.

Les flavonoides constituent l'un des groupes les plus diverses et répandus des
composés naturels et ce sont les composés phénoliques naturels les plus importants
(Djeridane et al., 2010), ils désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols, plus de 4000 molécules sont identifiées. Ce sont des pigments
essentiels, responsables de la coloration des fleurs, fruits et feuilles (Marfak, 2003; Hadi,
2004).

De plus, les caractéristiques physicochimiques du milieu sont également des causes
de modifications profondes des spectres d’absorptions (PH, teneurs en métaux) et a la
solubilité qui dépend non seulement de la polarité du solvant d'extraction mais aussi du
nombre et de la position des groupements hydroxyles libres, au poids moléculaire et méme
du nombre, du type et de la position de la liaison des glucides avec les flavonoides
(Boulkroune, 2012 ; Telli, 2017 ; Aitfella, 2010).

D’aprés la bibliographie, les teneurs en flavonoide de nos extraits des différentes
parties étudiées étaient élevés que celles mentionnées par Wassef (2019), qui a trouvé une
teneur de 0,39 £ 0,07 mg ER /g et 0,16 + 0,03 mg ER /g Ms pour les feuilles suivi et de
0,16 £ 0,05 et 0,10 + 0,01 mg ER /g Ms pour les tiges. Ainsi sont plus élevés de ceux
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présentés dans 1’étude D’kanoun (2011). et aussi un teneur faible en flavonoide des

extraits des tiges, qui le résultat de (Halimi. KH., 2016).

Par Ailleurs, Charifi et Dardar (2016) ont quantifié la teneur en flavonoides des
extraits aqueux des feuilles de Z. lotus, ils ont été trouvés un taux de flavonoides de 28.48
+ 1.29 mg /g. De méme travail réalisé par Bakchiche et Gherib (2014) sur les extraits
hydro-éthanolique des feuilles, ils ont révélé la richesse de ces extraits en flavonoides avec
une teneur égale 14.79 + 0.54 mg /g. Ces résultats sont plus importants en comparaison

avec nos résultats.

D’aprés Hammoudi, (2015), les teneurs en flavonoides sont augments lorsque le
milieu de vie de la plante n'est pas adéquat, dans ce cas la plante favorise la synthése des

métabolites secondaires afin de s'adapter et de survivre.

Récemment, dans une étude réalisée par Baba Ouyoub (2017) sur les extraits
d’Ac.Et des feuilles de Zizyphus lotus de la région de Ghardaia, elle a estimé une teneur

comparable a notre résultat pour les extraits obtenus d’une extraction discontinue.

Il est important de signaler qu’il est difficile de comparer nos résultats avec ceux
rapportés par la littérature. Puisque, la variation de la teneur en phénols totaux et en
flavonoide qualitativement et quantitativement d’une plante a autre peut étre attribuée a

plusieurs facteurs :

+ les conditions expérimentales : la méthode d’extraction et la méthode de
quantification peuvent également influencer I’estimation de la teneur des phénols
totaux (Lee et al., 2003).

+ Facteurs climatiques et environnementaux: la zone géographique, sécheresse,
sol, agressions et maladies...etc. (Ebrahimi et al., 2008).

+ les facteurs génétiques, la période de la récolte et le stade de développement de la
plante (Miliauskas et al., 2004).

% De plus, il est connu qu'une forte variabilité peut affecter la teneur en composés

phénoliques a différents stades de maturation et dans différentes conditions de

croissance (telles que la température et les précipitations) (EI Abedletal, 2014).
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Egalement, il faut toutefois appuyer qu’il ne s’agit ni de méme solvant ni de méme
protocoles d’activité, ni de matériel de départ (sec, fraiche), ni de méme durée de
conservation et de température d’étude; ce qui pourrait expliquer I’intervalle observé entre

nos résultats et ceux de la bibliographie.

A titre de simplifier la présentation des résultats, nous avons représenté dans
I’histogramme qui suit les différentes valeurs du contenu en phénols totaux et en

flavonoides pour les quatre extraits

le contenu en phenols totaux et
flavonoides et des extraits

M teneur CP mg/g

M teneur flav mg/g

Lo e " A = 2 T B+ o

At feuille  Butfeuille AE tige But tige

Figure 12 : Histogramme représentant le contenu en phénols totaux et flavonoides
Des différents extraits.

A T’issue de cet histogramme, on peut déduire alors, que les extraits testés
présentent des pourcentages trés faibles en flavonoides qui sont compris entre 7 % et 14,
excepté 1’extrait Acétate d’éthyle des feuilles qui montre sa richesse en ces composés dont

le pourcentage est de 67 %.

Ainsi, ces faibles proportions indiquent la présence des autres composés
phenoliques a des structures chimiques différentes que celles des flavonoides (acide
phénoliques, tanins, stilbénnes ...); soit un composé majoritaire avec un pourcentage éleveé,

soit plusieurs composés a différents rapports.
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Afin de chercher I’existence de corrélation entre tencurs en phénols et flavonoides,
nous avons porté dans une courbe la variation de la quantité des phénols totaux en fonction

de la teneur en flavonoides (Figure 13).
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Figure 13 : Variation de la teneur en flavonoides en fonction de la teneur en phénols

totaux des différents extraits

D’apres le graphe représenté dans la figure ci-dessous, il convient de noter
I’existence d’une bonne corrélation de 99.9% entre les quantités en phénols totaux et
flavonoides, a I’exception des teneurs en flavonoides des extraits d’acétate d’éthyle des
feuilles. Ce résultat montre que la quantit¢ des flavonoides est inversement
proportionnellement avec le contenu en phénols totaux, ce qui peut étre traduit par le fait
que les extraits étudiés renferment en général un matériel phénolique riche en d’autre

classe de ces composés en quantité majeure que celle des flavonoides.

I11. Evaluation du pouvoir antioxydant

De nombreuses études réalisées sur les produits naturels ont prouvé gque ce sont
particulierement les composés phenoliques qui sont responsables de leur activité
antioxydante (Apostolidis et al., 2007 ; Nickavar et al., 2008; Chao- Mei., 2009). Pour

cette raison, nous avons évalué le pouvoir antioxydant de nos extraits phénoliques.
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Plusieurs méthodes sont utilisées afin de mesurer I’activité antioxydante d’un
matériel biologique. Les plus couramment utilisées sont celles faisant intervenir des
composés chromogéne des radicaux naturels qui stimulent les especes réductrices
d’oxygéne. Ces méthodes sont populaires en raison de leur facilité de rapidité et de
sensibilité. La présence d’antioxydants conduit & la disparition de ces chromogénes
radicalaires; les plus largement utilisés étant I’ABTS et la méthode DPPH. Quelques autres

dosages couramment utilisés comme test FRAP et le dosage ORAC (Shahin, 2008).

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de nos extraits phénoliques, a été
réalisée par deux tests chimiques in vitro. On s’intéresse a mesurer [’activité de balayage
du radical libre par les fractions antioxydantes de nos extraits phénoliques en employant le
radical stable 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPHe) qui a été largement appliqué pour
estimer 1’activité antioxydante ces derni¢res années (Nickavar et al., 2008 ; Ravindra et al.,
2010). Ainsi, nous avons testé la capacité de nos extraits de réduire les ions ferriques en

ions ferreux a partir le test de FRAP.

I11.1-Test du DPPH (2,2-Diphényl-1-Picryl Hydrazyl)

L’activité antioxydante des différentes fractions des feuilles et des tiges du
Zizyphus lotus vis-a-vis le radical DPPH a été évaluée par spectrophotométre en suivant la
réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la
couleur jaune a 517nm. Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de
I’absorbance induite par des substances anti-radicalaires (Bougandoura et Bendimerad,
2012). Le potentiel pouvoir anti-radicalaires de ces substances a été comparer
généralement par certains antioxydants standards connus pour leurs propriétés
antioxydantes puissantes comme contréles positifs. Les plus populaire étant la vitamine C,
et le BHA et le Trolox (Liang-Liangetal., 2010).

Le radicale DPPHe (2,2'-Diphenyl-1-picrylnydrazyl) c’est est un radical libre
lipophile et stable qui a été généralement utilisé pour estimer I’activité antioxydante des
produits alimentaires et des médicaments. Le choix particulier d’évaluer le pouvoir
antioxydant par le test de DPPH a résidé que ce test est rapide, simple et peu colteux pour
mesurer la capacité antioxydante des différents extraits (Yen et al., 2005 ; Khenfer et
Medjouel, 2016).
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Les mesures de 1’absorbance de chaque solution d’extrait a différentes dilutions
nous ont permis de calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPHe. L'activité anti-
radicalaire peuvent étre formulée en tant que: pourcentage de 1’activité anti-radicalaire ou
en pourcentage du radical DPPHe restant ou peuvent également étre exprimée en utilisant

le parametre ICso, qui I’on choisi a fin déterminer ’activité anti-radicalaire de nos extraits.

La valeur d’ICsp est inversement proportionnelle a la capacité anti-radicalaire (taux
d’inhibition 1%) d'un compose, 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’ICsp est faible, plus l'activité anti radicalaire d'un compose est appréciable (Markowicz
Bastos et al., 2007).

Les valeurs d’ICsp sont déterminées graphiquement & partir la courbe linéaire entre

les différentes concentrations des extraits phénoliques ou les antioxydants standards choisis

(Trolox et I’acide ascorbique) et la variation du pourcentage d’inhibition | % (Fig.14, 15).
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Figure 14 : Courbes représentant la variation du pourcentage d’inhibition I % du radical

DPPH?e en fonction de la concentration des extraits phénoliques du Zizyphus lotus.
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Figure 15 : Courbes représentant la variation du pourcentage d’inhibition 1% du radical

DPPH-een fonction de la concentration des antioxydants standards (Trolox et acide

ascorbique).
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Les pourcentages d’inhibition ainsi déterminés a partir des tracées précédents, nous
ont permis de déterminer la concentration d’inhibition a 50% des antioxydants présents
dans les extraits phénoliques exprimés en mg/ml. De méme, nous avons calculé les ICso de
I’acide ascorbique et du Trolox afin de les comparer avec ceux des extraits phénoliques.

Les valeurs d’ICsp obtenues sont résumées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Les valeurs d’ICso en (mg/ml) des différentes fractions étudiées de Zizyphus

lotus et les antioxydants standards.

Partie utilisée Fraction organique I1C 50 (Mg/ml)
Feuille Ac.Et 0.0582 + 0.0067
BuOH 0.024 + 0.000048

Tige Ac.Et 0.066 +0.0010
BuOH 0.0146 + 0.0013

Trolox / 0.0038 + 0.0001
Ac.Ascorbique / 0.016 +0.0001

En analysant ’ensemble des résultats obtenus dans le Tableau (2) et sachant que le
parametre 1Cso est inversement proportionnel a 1’activité anti-radicalaire. Nos résultats,
montrent clairement que les extraits phénoliques des feuilles et des tiges de Zizyphus lotus
possédent un potentiel antioxydant important comparable avec celui des antioxydants de
référence utilisés dans ce test. Puisque les valeurs d’ICsg sont inversement proportionnelles
a Pactivité anti-radicalaire. La valeur d’ICso la plus faible correspond a I’efficacité la plus

élevee (Boubekri, 2014).

Les valeurs d’ICso des extraits d’acétate d’éthyle est de 0,0582 + 0,0067 mg/ml et
de 0,066 + 0,0010 mg/ml pour les feuilles et les tiges successivement. Autant, les extraits
butanoliques présentent des valeurs égales de 0,024 + 0,000048 mg/ml et de 0,0146 +

0,0013 mg/ml respectivement. Donc, nous observons que les valeurs d’ICso les plus faibles
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ont eté obtenues dans les extraits butanoliques, ce qui peut étre expliqué par leurs richesses

en tanins et en flavonoides dont I’activité anti-radicalaire a été largement
documentée. (Laughton M. J. et .al., 1989, Chahma A., 2006, A.Meddour, et al., 2013).

Au regard du tableau précédent, on peut dire que I’extrait du butanol des tiges de
Zizyphus lotus est un antioxydant puissant et que I’extrait d’acétate d’éthyle de la méme
partie étudiée est un antioxydant faible. Malgré qu’ils aient montré des teneurs proches en
composés phénoliques, ce qui indique la caractérisation de 1’extrait butanol des tiges par
des molécules spécifiques, soit le type ou bien la structure chimique, qui agissent

potentiellement sur les radicaux libres.

On remarque que les extraits d’acétate d’éthyle se sont révélés moins actifs vis - a -
vis du DPPH" comparativement aux extraits du butanol. Deux hypothéses pourraient étre
émises pour expliquer & leur moindre effet : soit que ces extraits ne contiennent pas assez
de composés phénoliques du fait du caractére polaire d’acétate d’éthyle; soit que les
composés phénoliques présents ne correspondent pas a ceux possédant des propriétés
anitoxydantes intéressantes. D’apres les résultats de la quantification des phénols totaux
qui ont été montré la richesse de ces extraits en ces composés par rapport les autres
extraits, alors nous avons confirmé la deuxiéme hypothése et que les extraits d’acétate

d’éthyle ne possedent pas des substances anti-radicalaires puissantes.

L’analyse des résultats de I’activité anti-radicalaire d’une partie a ’autre montre
que tous les extraits des feuilles et des tiges possedent presque les mémes valeurs d’ICsg
selon la fraction. Ce qui peut étre expliqué par le fait que ces différentes fractions d’acétate
d’éthyle et butanolique issus d’une macération hydro-méthanolique renferment les mémes

structures de composés phénoliques actifs.

L’évaluation de l'activité anti-radicalaire des extraits de Zizyphus lotus a été faite en
comparaison avec celles déterminées pour le Trolox et I’acide ascorbique, comme
antioxydants de référence. Pour lesquels, nous avons noté les valeurs d’ICso de 0,016 +
0,0001 mg/ml et de 0,0038 + 0,0001 mg/ml respectivement. D’aprés ces résultats, on
s’apercoit que tous nos extraits testés ont dévoilé des activités anti-radicalaires proches ou
bien comparable a celles déterminées pour les antioxydants standards. Puisqu’ils agissent a

des faibles doses et comparables pour certains extraits avec 1’acide ascorbique, mais reste
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significativement inférieure a celle de Trolox.

En outre, les agents antioxydants choisis dans notre étude sont utilisés actuellement
en thérapie et en industrie alimentaire, mais se sont accusés d’étre dangereux pour la santé
en particulier le BHA (Shahin, 2008). Les résultats suggerent que nos extraits peuvent
remplacer les antioxydants de synthése puisqu’ils présentent un potentiel inhibiteur des
radicaux libres comparable a celui observé pour les antioxydants de référence ; et
notamment 1’extrait butanol des tiges qui a enregistré le potentiel le plus important (ICso =
0,146 + 0,0013 mg/ml). On peut dire que la variation de la capacité antioxydante de nos

extraits comparativement a celle des antioxydants standards choisis pour 1’étude pourrait

étre due a la teneur et/ou la présence de certaines molécules potentiellement actives soit

phénoliques et / ou de flavonoides dans les extraits.

A titre comparatif avec des autres travaux, les résultats de I’activité anti-radicalaire
de nos extraits sont en accord avec ceux obtenus par de Ghazghazia et al., (2014) qui
travaillait sur les extraits aqueux des feuilles de Zizyphus lotus. Il a montré une activité
anti-radicalaire proche a nos résultats avec une valeur d’ICso égale de 0.05 mg/ml pour

I'extrait aqueux des feuilles.

L’étude menée par Boulanouar et al., (2014) a montré que la concentration
d’inhibition de la moiti¢ du radical DPPHe est de 0,042 mg/ml pour I’extrait aqueux des
feuilles de Zizyphus lotus qui est proche a celle de nos extrait d’acétate d’éthyle et de
butanol. De ce fait, ’activité anti-radicalaire des feuilles de cette plante est attribuée a des

substances polaires.

Dans un méme travail, la capacité anti-radicalaire des extraits d’acétate d'éthyle et
de butanol des racines de Zizyphus lotus ont été évaluée. Il a noté une faible activité anti-
radicalaire et une différence importante par rapport a nos résultats (ICso = 0,611 + 0,072
mg /ml et 0,211 £ 0,017 mg /ml). Ce résultat peut étre expliqué que les différentes parties
(feuilles, tiges et racines) de Zizyphus lotus ne contiennent pas les mémes types

d’antioxydants.

Le test du radical libre DPPH" est largement utilis¢é dans 1’étude des composés
phénoliques en raison de leur facilit¢ de mise en ceuvre et de sa rapidité. De plus, les

conditions utilisées (solvants organiques et faible température) permettent d’éviter 1’auto
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oxydation des molécules testées et aussi

de comparer un grand nombre de composeés (Yi et al., 2008 ; Khenfer et Medjouel, 2016).

En revanche, le radical DPPH" pose le probléme de son instabilité¢ a la lumicre vu
gue son absorbance a 517 nm décroit sans I’intervention de quelconque antioxydant. C’est
pourquoi les tests réalisés avec le DPPH" doivent impérativement se faire a 1’obscurité. Ce
méme inconvénient, peut expliquer la 1égére variation entre les valeurs d’ICsg obtenues a

partir des différents extraits d’acétate d’éthyle et des extraits butanoliques (Portes, 2008).

Afin de bien analyser la relation entre la quantité des composés phénoliques
existant dans nos extraits et la capacité anti-radicalaire qui évoquée par ces extraits, nous
avons étudié la corrélation entre les valeurs d’ICso et le contenu en phénols totaux et en
flavonoides (Fig.16).
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Figurel6 : Variation des valeurs d’ICso du test DPPH en fonction des teneurs en phénols

totaux et flavonoides des extraits de Zizyphus lotus.

A partir des tracés obtenus dans les figures précédentes, on peut mettre en évidence
des corrélations linéaires et positives entre la teneur des extraits en composés phenoliques

et en flavonoides et la capacité de réduire le radical libre DPPH-.

L’examen de résultat du premier tracé, qui étudié la relation entre les valeurs d’ICso
et le contenu en phénols totaux, reflete un ensemble des extraits ayant une activité qui varie
proportionnellement avec le taux en phénols avec des R? = 0,93, a I’exception ’extrait

butanol des tiges.
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Le suivi des résultats du deuxieme tracé montre ainsi une bonne corrélation avec
R?= 0,90 entre la teneur des extraits en flavonoides et le pouvoir anti-radicalaire vis-a-vis
le radical DPPHe. Néanmoins, I’augmentation de contenu en flavonoides implique une

diminution dans 1’activité anti-radicalaire.

Ce résultat montre clairement que les extraits qui renferment des teneurs en phénols
totaux elevées présentent des pouvoirs antioxydants les plus forts et celles qui ont des taux

en flavonoides forts présentent des pouvoirs antioxydants les plus faibles. Cela, implique

qu’il n’y a pas une influence de la concentration en flavonoides sur I’activité, mais c’est le

type des molécules qui agissent sur les radicaux libres.

Une explication simple de cette variation, c’est que ’activité des flavonoides a
piéger les radicaux dépend essentiellement de leur structure comme le montre la figure
(17). La position de la double liaison dans le cycle C ainsi que le nombre et/ou la position
des groupements hydroxyles (OH) sont les éléments les plus importants pour expliquer
I’augmentation ou la diminution de I’activité anti-radicalaire de nos extraits phénoliques
(Marfak, 2003). D’aprés Javanovic et al., (1994) l'effet de piégeage des flavonoides est
produit par le transfert d'atomes d'hydrogene du groupe hydroxyle. Cette réaction rend les

molécules de radicaux libres plus stables.

Figure 17 : Eléments essentiels pour I’activité antioxydante des flavonoides.

Ces résultats montrent qu’il y a une influence de la concentration en phénols totaux

et spécifiqguement en acides phénoliques sur I’activité.
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En fin, on peut dire que la variation de la capacité anti-radicalaire de nos extraits

entre eux pourrait étre due a la teneur et/ou la présence de certaines molécules

potentiellement actives de flavonoides et /ou phénoliques dans les extraits.

Egalement, cette variation peut dépendre de plusieurs facteurs, comme; les
groupements fonctionnels donneurs d’électrons, les fonctions hydroxyles, ainsi que des
synergies entre les composés actifs qui constituent chaque extraits. Ces résultats positifs

sur I’activité antioxydante des extraits suggerent des études plus approfondies de leur

activité biologique, afin d’élaborer des produits naturels de valeur pouvant étreet

commercialisés substitués aux antioxydants existants.

I11.2- Mesure du pouvoir réducteur ferrique (test FRAP)

L’activit¢ antioxydante de nos extraits a été évaluée également en utilisant la
méthode de FRAP. Cette derniére est décrite initialement par Benzie et Strain (1996) et
modifiée par Pulido et al., (2000). Elle permet de mesurer le pouvoir réducteur d’un
antioxydant qui réagit avec le complexe tripyridyl-triazine ferrique (Fe**-TPTZ) et qui
produit le tripyridyl-triazine ferreux (Fe*-TPTZ), d’une coloration bleue intense (Tiffany,
2012). La mesure de 1’absorbance a ét¢ fait a une longueur d’onde A= 595nm par une

spectrophotométrie UV-Visible (Tlili, 2015).

La capacité des antioxydants présents dans nos extraits a réduire le fer ferrique
(Fe**) en fer Ferreux (Fe?*) est déterminé a I’aide la courbe d'étalonnage de la solution de
sulfate ferrique (FeSOa4) (Annexel) et les resultats sont exprimés en des valeurs de FEAC
(Ferrous sulphate Equivalent Antioxydant Capacity): mmol/ml de fer ferreux (mmol/ml
Fe?h).
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1.2 +

Courbe d'étalonnage de FeSO4

R2=0,990

Concentration du FeSO4 (mM)

Figure 18: Courbe d'étalonnage de la FeSO4

Le pouvoir antioxydant de nos extraits est comparé a ceux des antioxydants de
référence comme le Trolox et 1’acide ascorbique qui nous avons choisi dans cette étude.
Les résultats des différents extraits et les antioxydants standards ont été présentés dans

I’histogramme Suivant :

Trolox
acide ascorbique
But tige

AE tige

But feuille

AE feuille

0 10 20 30 40 50 60 70
Valeur de FEAC (mM)

Figure 19 : valeurs de FEAC des extraits phénoliques étudiés et
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antioxydants standards.

Pour I’ensemble des extraits, nous observons une importante activité réductrice des
ions de Fe** qui se traduit par de grandes valeurs en FEAC ; qui varient entre 67,756 et
10,162 mg /ml .En effet, I’extrait butanol des feuilles de Zizyphus lotus révéle une
meilleure capacité antioxydante. La capacité réductrice de fer la plus faible est enregistrée

pour I’extrait d’acétate d’éthyle de la méme partie étudié.

D’apres les résultats obtenus nous avons constaté encore un pouvoir réducteur
puissant pour tous les extraits particuliérement ceux obtenus au butanol. Cette activité
remarquable a été enregistrée pour 1’extrait butanol des feuilles (67,756 + 0,09 mg/ml)
suivie par I’extrait butanol des tiges (12,219 + 0,02 mg /ml). Cela peut étre justifié par la
richesse de ces extraits en des substances a des propriétés antioxydantes puissantes et de

nature chimique polaire ou trés polaire.

Ainsi, on remarque que les extraits d’acétate d’éthyle des feuilles et des tiges ont
déterminé des valeurs trés proches de FEAC, 10,162 + 0,05 mg /ml et 10,756 + 0,09 mg
/ml successivement. Ce qui peut expliquer par la présence des mémes molécules actives

dans les deux extraits.

En outre, nos résultats montrent clairement que les extraits phénoliques pour les
deux parties sélectionnées du Z. Lotus possedent un potentiel antioxydant nettement
supérieur a celui des antioxydants de référence utilisés dans ce test, Trolox et d’acide
ascorbique, qu’ils ont noté des valeurs égale 2,048 + 0,06 mg /ml et 2,252 + 0,02 mg /ml
respectivement. Ces résultats affirment que nos extraits peuvent remplacer les antioxydants
de syntheése puisqu’ils présentent un pouvoir réducteur ferreux plus puissant et supérieur a

celui marqué pour les antioxydants de réference.

En conséquence, le potentiel antioxydant des extraits et des standards peut exprimer
par un autre parametre qui a été calculée a partir la courbe d'étalonnage de FeSO. noté,
EC1 (concentration équivalente 1). Le paramétre EC1 est défini comme la concentration de
I’antioxydant qui donne une réduction du complexe (Fe**-TPTZ) équivalent & 1mM du
FeSO4.7H20.

La courbe d'étalonnage de FeSOs a servis également de déterminer le parameétre
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EC1 pour les différents extraits. Ainsi, le paramétre EC1 est inversement proportionnel a

L’activité antioxydante; puisque plus la valeur d’EC1 est faible, plus le pouvoir

antioxydantdes extraits est important.

Tableau 3 : Les valeurs d’EC1 des extraits phénoliques étudiés

Partie utilisée Fraction organique EC 1 (mg/ml)
Feuille Ac.Et 2.813
BuOH 0.526
Tige Ac.Et 2.175
BuOH 1.354

L’analyse des résultats du pouvoir réducteur de fer ferrique qui présentés dans le

tableau au-dessus permet de constater que les extraits étudiés dans ce travail présentent une

Activité antioxydante puissante, dont ils ont noté des faibles valeurs en EC1 qui sont

comprises entre 0,526 et 2,813 mg/ml.

Globalement, les valeurs EC1 révélent que les extraits du butanol ont une activité
antioxydante la plus forte que les extraits d’acétate d’éthyle qui ont noté les valeurs les
plus élevé. Par ailleurs, I’extrait butanol des feuilles présente le meilleur pouvoir réducteur

de fer dont il est marqué une valeur EC1 la plus faible (0,0526 mg/ml).

Autant, les extraits d’acétate d’éthyle des feuilles et des tiges ont marqué des
valeurs trés proches d’EC1 : 2,813 mg/ml et 2,175 mg/ml successivement. Ce qui confirme
les valeurs de FEAC et peut étre expliqué par la distribution égale des substances

réductrices dans la partie aérienne de Zizyphus lotus.

En comparant nos résultats avec les résultats de Salah Halima, (2017) que ces
résultats montrent la capacité de réduire les ions fer ferreux en ferreux avec un changement
de concentration (400 et 500 pg/mL). Les extraits a concentration 500 pg/mL, le pouvoir
réducteur des extraits de Z. Lotus est de 285,13 + 4,14mM et a une concentration de 400
pg/mL, les extraits de Z. lotus ont montré la capacité de la réduction des ions fer ferrique

en ferreux égale a (364, 65 £ 6,59 mg /ml Fe(ll), équivalent Fe(ll) par rapport a l'acide
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ascorbique (281,68 + 3,59 94 mg/ml équivalent Fe(ll)). Ces resultats sont plus forts que les

résultats de notre travail et cela peut étre attribué a la concentration des extraits

phénoliques et la présence des substances spécifiques a des propriétés antioxydantes

puissantes.

Le travail de Baba Ouyoyba, (2017) sur I'extrait d'acétate d'éthyle des feuilles de Z.
lotus pour sa capacité a restaurer le fer en fer ferreux a montré une forte capacité réductrice
avec une valeur d’ICsp égale 10,804 mg / ml. Ainsi, Benammar, (2011) montrent qu’il
eXiste une forte corrélation ente la capacité antioxydante et 1’abondance de vitamine E dans
les feuilles du Z.Lotus. En parallele, Lenucci et al. (2006) ont démontré encore que
l'activité antioxydante du jujubier est probablement due a sa teneur en vitamines

antioxydantes.

Geénéralement, le puissant pouvoir réducteur des extraits de Zizyphus Lotus est
probablement d0 a la présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques
qui peuvent servir comme donneur d’électron et provoque la réduction de complexe
ferrique (Fe**) en complexe ferreux (Fe**). Quelques études antérieures ont également
montré que le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un indicateur significatif
de son activité antioxydant potentielle (Mansouri et al, 2005 ; Djeridane et al., 2006 ;

Bougandoura et Bendimerad, 2013).

Dans le but délucider la relation entre le contenu en composés phénoliques et le
pouvoir réducteur des extraits de Zizyphus Lotus, nous avons tracé les courbes qui relient le
parameétre EC1 avec la teneur en phénols totaux et en flavonoides.

3 4 3
R2=0.9999
—~ 2.5 —~ 2.5 A
2, 2, R2=0.9353
= o 1.5
1.5 - =h
2 2
1 - 17
05 - W 05 @
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Figure20: Variation des valeurs d’EC1 du test FRAP en fonction des teneurs en phénols

totaux et en flavonoides des extraits étudiés.

Ces résultats suggérent que le pouvoir de réduction ferrique déterminé en utilisant un
dosage de FRAP est corrélé avec la présence des composés phénoliques et particulierement
les flavonoides.

D'aprés les tracés précédents, nous avons remarqué une corrélation positive entre la
teneur en composés phénoliques et en flavonoides et leur activité antioxydante. Ces tracés
refletent un seul ensemble des extraits (sauf I'extrait butanol des feuilles) ayant une activité
antioxydante varie proportionnellement avec le taux en phénols totaux et en flavonoides
avec un coefficient de corrélation R? égale 0,99 pour les phénols totaux et de 0,93 pour les

flavonoides.

Autant, ’ensemble des extraits ayant une activité antioxydante varie inversement
avec le taux en phénols totaux et en flavonoides; c’est-a-dire les extraits qui renferment des
teneurs phénoliques élevées, présentant des pouvoirs antioxydants les plus faibles. Cela,
implique qu’il n’y a pas une influence de la concentration sur 1’activité antioxydante, mais

c’est le type des molécules qui agit sur les radicaux libres.

Il ressort de ces résultats que le pouvoir de réduire le fer ferrique (Fe**) en fer
ferreux (Fe®*) est bien corrélé avec la présence des composés phénoliques notamment les
flavonoides et d’autres classes phénoliques. Ainsi, il est di a la complexité de nos extraits
par les composés phénoliques et la synergie entre eux pour une meilleure activité

antioxydante (Vermerris et Nicholson, 2006).

La capacité antioxydants des extraits de Zizyphus Lotus a été déterminée par le test
du pouvoir réducteur de fer (FRAP), qu’il est simple, rapide, peu couteux et robuste
(Tiffany, 2012). Aussi, il est universel et peut étre appliqué bien chez les plantes que les
plasmas et dans les extraits organiques et aqueux (Bougandoura et Bendimerad, 2013). En
revanche, il faut noter qu’aucune methode de test unique n’est capable de fournir une
image compléte du profil d’un échantillon antioxydant étudié et ne permet pas a apercu
tous les modes d'actions des composés. Bien qu’ils exigent de combiner de différentes

méthodes d’étude de 1’activité antioxydante a fin d’évaluer le pouvoir des échantillons.
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Un grand nombre des plantes médicinales représente une source inépuisable des
substances bioactives qui présentent 1’avantage d’une trés grande diversité structurale et
possedent des propriétés biologiques tres importantes. On trouve de nombreuses
applications dans divers domaine a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et

I’agriculture.

L’objet de notre travail a porté sur 1’étude d’activité antioxydante des métabolites
secondaires (composés phénoliques) des feuilles et des tiges du Zizyphus lotus, plante
largement utilisé dans la medecine traditionnelle, récoltée dans la région Chabka —Metlili-
Ghardaia. De ce fait, nous nous sommes intéresses principalement, a la détermination par
spectrophotométrie les teneurs de certaines molécules bioactives telles que les phénols
totaux et les flavonoides; aprés 1’évaluation in vitro 1’activité antioxydante des fractions

d’acétate d’éthyle et du butanol des feuilles et des tiges.

L’extraction de ces différents composés s’effectue par une macération a froid dans
un solvant hydro-alcoolique : méthanol/eau avec un rapport de (8/2 v/v). Apres, une
purification d’extrait brut est réalisée en employant des solvants de polarité croissante
(acétate d’éthyle et butanol). Les rendements d’extraction ont montré une rentabilité
importante en tous les extraits, varié entre 2,8 % et 72,4%.

L’analyse quantitative des extraits du Zizyphus lotus est représentée par le dosage
de leur contenu en phénols totaux et en flavonoides a l'aide de la spectrophotométrie UV-
visible. Cette analyse nous a montré une richesse de nos extraits en phénols totaux et en
flavonoides plus particulierement ceux obtenus a partir des feuilles, avec des teneurs qui
varient de 3,309 a 7,140 mg EAG / g de la matiere séche et de 0,425 a 4,008 mg ER / g de
la matiére séche pour les phénols totaux et les flavonoides respectivement. Par ailleurs, on
a révélé que ’extrait butanol des feuilles est le meilleur extracteur des phénols totaux.
Tandis que, I’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles posséde la capacité la plus importante a

extraire les flavonoides.

La variation de la teneur en flavonoides en fonction la quantité des phénols totaux
des extraits dévoilée une bonne corrélation avec un coefficient de corrélation R?= 0,99. La

quantité des flavonoides est varie inversement proportionnelle avec le contenu en phénols
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totaux, ce qui peut étre traduit par la présence d’autre classe des composés phénoliques en

quantité trés importante que les flavonoides.

L’évaluation des propriétés antioxydantes et anti-radicalaires des différents extraits
du Zizyphus lotus a été déterminée in vitro par deux tests chimiques: le test DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) et le test de FRAP (FerricReducing/Antioxidant Power). Ainsi,
elles sont comparées par rapport deux antioxydants de référence, le Trolox et I’acide

ascorbique.

L’estimation du pouvoir de piéger le radical DPPHe par nos extraits a révélé que
tous nos extraits phénoliques manifestent une tres forte activité et comparable a celle
déterminée par I’antioxydant standard, acide ascorbique, qui est enregistré une valeur
d’ICso égale 0,016 £ 0,0001 mg/ml. Ainsi, une forte activité anti-radicalaire a été constatee
par I’extrait butanol des tiges avec une valeur d’IC50 = 0,0146 + 0,0013 mg/ml.

Ainsi, la contribution des phénols et flavonoides dans ’activité anti-radicalaire est
confirmée par les corrélations positives (R? = 0,936 et R? = 0,90) entre les valeurs d’ICso
des extraits et le taux de ces composes. Ces résultats confirment que I’activité anti-
radicalaire dans nos différents extraits dépend du contenu de ces extraits en composés
phénoliques.

La capacité réductrice du fer ferrique par nos extraits par le test de FRAP a révélé
que les extraits de la partie aérienne du Zizyphus lotus présentent une activité antioxydante
importante et nettement supérieure a celle des antioxydants de référence, avec des valeurs
de FEAC comprises entre 10,16 et 67,75 mM. Ces valeurs ont montré des corrélations
positives avec les taux en phénols et en flavonoides (R2 > 0,90). Egalement, le test de

FRAP affirme que les extraits butanoliques ont une activité antioxydante la plus forte.

Ce travail a permis d’étudier les extraits des feuilles et des tiges de Zizyphus lotus
de la région de Metlili — Ghardaia, en évaluant le pouvoir antioxydant de certaines leurs
substances bioactives : phénols totaux et les flavonoides. Les résultats affirment que cette
plante est une source potentielle des composés phénoliques a une activité antioxydante

puissante qui peut utiliser contre le stress oxydatif.
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L’ensemble de ce travail a permis donc de mieux appréhender I’intérét de I’étude
des especes locales de la région de Ghardaia et de prouver in vitro I’importance des
caractéristiques chimiques de certaines de leurs substances d’intérét bioactif ( structure -
Activité).

Finalement, ce travail ne constitue qu’une premiére étape dans la recherche de
sources naturelles des substances biologiquement actives, notre perspective d’avenir est
d’étudier chaque extrait séparément puis isoler, purifier et identifier les différentes

molécules responsables a ces deux activités

Isoler et identifier les molécules bioactives ayons des effets bénéfiques .

e Evaluer in vivo lactivité antioxydante, anti-inflammatoire, antidiabétique et
antimutagene et d’autres activités biologiques de chacun de ces composes pris
séparément ;

o Déterminer la toxicité de ces molécules ;

e [’inclusion de ces molécules dans le développer des médicaments antioxydants, anti-

inflammatoires ou anti-lithiasique. . .etc.

En fin, la biodiversité des plantes médicinales traditionnelles constituent un réservoir

assez important de métabolites secondaires pour la recherche dans le futur.
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