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Résumé

Ce travail est effectué dans le but de vérifier la spécificité d’une espéce végétale : Ziziphus
lotus L. ou Jujubier, a intérét médicinal dans deux sites différents Mansoura et Berriane
de la région de Ghardaia au Sahara septentrional algérien et cela a travers une étude
phytochimique et évaluation de I’activité biologique antioxydante des extraits bruts aqueux
de la partie aérienne et souterraine. Pour ce faire, des tests de screening phytochimique sont
effectués pour la mise en évidence de la présence ou I’absence des principaux composés
du métabolisme secondaire de la plante en question. Ensuite, des extractions aqueuses sont
faites par macération a froid des parties aériennes et souterraines de la plante séchée.
Les rendements et les teneurs en polyphénols totaux dans les extraits bruts obtenus sont
ensuite déterminés et leur pouvoir antioxydant face aux radicaux libres DPPH et ABTS est

évalué.

De la plupart des résultats obtenus, 1’espéce Ziziphus lotus de Mansoura semble étre plus riche
en extrait brut avec 55.2% dans sa partie souterraine et 41.88 % dans sa partie aérienne. D une
maniére géneérale, les extraits bruts de 1’espéce de Mansoura s’avérent les plus riches
en composés polyphénoliques notamment dans la partie souterraine avec une teneur maximale
de I’ordre de 244.375+0.023 mg EAG/g MVS.

De I’ensemble des résultats de I’activité antioxydante évaluée par les tests in vitro, nous
pouvons déduire que les extraits bruts de la partie aérienne de notre espéce des deux sites
concernés de la région de Ghardaia présentent les plus forts pouvoirs inhibiteurs face aux
radicaux libres DPPH et ABTS avec des valeurs d’IC50 faibles et plus ou moins proches. Ces
pouvoirs inhibiteurs des extraits obtenus s’averent inférieurs par rapport a celui du Trolox qui
s’est montré trés puissant et ayant une grande capacité dans I’inhibition ou la réduction

des radicaux libres.

En général, I’espéce Ziziphus lotus de Mansoura est meilleure que celle de Berriane du point

de vue biochimique et biologique et cela dans sa partie aérienne et souterraine.

Mots clés : Ziziphus lotus, Ghardaia, Phytochimie, Extrait brut, Pouvoir antioxydant.
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Introduction générale

Le Sahara, le plus vaste et le plus chaud des déserts du monde, possede dans sa partie nord
le Sahara septentrional, une végetation diffuse et clairsemée (Unesco, 1960 ; Ozenda, 1979).
L’¢tat de la flore spontanée dans cette zone ainsi que les relations entre [’homme
et les plantes, méritent une attention particuliere. Certaines plantes possedent des propriétés
pharmacologiques qui leur conférent un intérét médicinal. (Jean et Jiri, 1983). Ce sont
des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie posséde
des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques
(métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composes
présents (Sanago, 2006). De nos jours, nous comprenons de plus en plus, que les principes
actifs des plantes médicinales sont souvent liés aux produits des métabolites secondaires, qui
sont largement utilisés en thérapeutique, comme des agents préventifs anti-inflammatoires,
antimicrobien, antiseptiques, diurétiques, Mais essentiellement antioxydant qui défendent

contre le stress oxydatif (Bourgaud et al, 2001 ; Kar, 2007).

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production d’especes radicalaires
ou (ERO : Espéces réactives de I’oxygene) et les capacités cellulaires antioxydantes. Les ERO
ou ROS en anglais désignent une appellation collective et comprennent les radicaux libres
et certaines molécules qui sont des agents d’oxydation et ou facilement convertis en radicaux

libres impliqués dans de nombreux pathologies (Camille et Mireille, 2011).

L’étude de la médecine traditionnelle ou plus particuliérement 1’utilisation des plantes
spontanées en médecine traditionnelle et le traitement par ses plantes est donc intéressante car
peu de travaux de recherche ont concerné cet aspect (Hammiche et Gueyouche, 1988).
La longue tradition de médecine végétale se poursuit jusqu’a nos jours en Inde, en Chine

et dans beaucoup de pays asiatiques et sud-américains (OMS, 2003).

En Afrique, les plantes médicinales représentent la seule source de traitement pour pres
de 90% de la population. Ces plantes médicinales constituent des ressources précieuses
pour la majorité des populations rurale et urbaine et représentent le principal moyen par lequel
les individus se soignent (Badiaga, 2011). La phytothérapie, vient du mot grec «phuton» :

plante et «Thérapie» : traitement, signifie traitement par les plantes (Carillon, 2000).C’est

Une pratique millénaire basée sur un savoir empirique des plantes ou parties de plantes
(Adenot, 2012). Elle représente une alternative intéressante pour traiter et soigner sans créer

de nouvelles maladies.




Malgré le développement phénoménal de I’industrie pharmaceutique et chimique, 1’intérét
populaire pour la phytothérapie n’a jamais cessé d’évoluer. De nos jours, ces deux types
de médication se retrouvent intimement liés puisque le modele moléculaire de la plupart

des médicaments mis sur le marché, ont pour origine la plante (Belkacem, 2009).

Plusieurs pays d’Afrique y compris 1’Algérie ménent des investigations visant a développer
des médicaments issus de plantes en réalisant des études phytochimiques, pharmaco-
toxicologiques et cliniques pour la mise au point de médicaments traditionnels améliorés
(M.T.A)) utilisés, entre autres, dans le traitement du diabete non insulino-dépendant. En 1978,
I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (O.M.S.) s’est résolument engagée a revaloriser

la pharmacopée traditionnelle afin de pouvoir satisfaire aux besoins de santé des populations.

L’Algérie, par la richesse et la diversité de sa flore, constitue un Vvéritable réservoir
phylogénétique, avec environ 4000 espéces et sous-especes de plantes vasculaires (Dobignard
et Chatelain, 2010-2013). Cependant, la flore médicinale algérienne reste méconnue jusqu’a
nos jours, car sur les quelques milliers d’especes végétales, seules 146 sont dénombrées

comme médicinales (Baba Aissa, 1999).

Dans ce contexte-la, nous nous sommes intéressés a une espece végétale trés répandue dans
les régions arides et semi arides du territoire algérien et tres utilisée pour ses innombrables

vertus thérapeutiques. Il s’agit de Ziziphus lotus L.

D’aprés Bonnet (2001), le mot Ziziphus vient du grec Zizyphos. Ce mot n’apparait
qu’au deuxiéme siécle, et qui vient du nom arabe «Zizouf» qui veut dire localement Sedra,
Azouggar ou Tazouggart (Rsaissi et al, 2002). Cette espece, appelée aussi le Jujubier
de la berbére ou Jujubier sauvage (Benammar et al, 2010), appartient a la famille
des Rhamnacées (Quezel et Santa, 1992) qui comprend environ 58 genres avec 900 especes
distribuées au niveau des régions tropicales et subtropicales (Baba Aissa, 1999 ; AZAM et al,
2001). Les especes du genre Zizyphus ont plusieurs caractéristiques physiologiques
et morphologiques qui peuvent contribuer a leurs capacités a s’adapter aux environnements
arides (Bonnet, 2001). Elles se trouvent en abondance dans la région Méditerranéenne
a travers la Libye, au Maroc et en Algérie (régions arides et semi-arides), et elles sont tres

répondues aussi en Mauritanie et au Niger (Benammar et al, 2010).

Du point de vue botanique, Ziziphus lotus L. est un arbuste de 1 a 3 m de hauteur (Chevalier,

1947), il est trés épineux de couleur gris blanche poussant en zigzag (Claudine, 2007).
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Les feuilles sont petites, courtes et ovales plus au moins elliptiques de 1 a 2 cm de longueurs
et de 7 mm de largeur (Bayer et Butter, 2000), 3/2 a 2 fois plus longues que larges, a marges
entieres ou finement sinuées (Ben Ziane et Yousfi, 2001). Elles sont lisses et brillantes sur
les deux faces et présentent trois nervures longitudinales saillantes partant du pétiole.
Les fleurs de cette plante sont trés visibles, de couleurs jaunes avec des sépales ouvertes
en étoiles, des petits pétales et un ovaire supere bisexuel et fleurissent en juin (Baba Aissa,
1999 ; Claudine, 2007). Le fruit est ovoide, ayant la forme et la grosseur d’une belle olive,
d’abord vert puis jaune (Bayer et Butter, 2000) rouges a maturité, avec une pulpe mince,

sucrée, recouvrant un gros noyau (Chevalier, 1947).

Notre objectif est de vérifier la spécificité de cette espece végétale du point de vue
biochimique et biologique notamment 1’activité antioxydante des extraits bruts aqueux de sa
partie aérienne et souterraine au niveau des sites Mansoura et Berriane de la région

de Ghardaia au Sahara Septentrional algérien.

L’utilisation massive de cette espéce par les populations est-elle justifiee ?
Est-elle riche en substances naturelles phytothérapiques ?

Pourrait-elle étre un antioxydant naturel efficace vis-a-vis des maladies dues a certains
radicaux libres et que la médecine moderne malgré son large panel de produits chimiques

synthétiques (antioxydants) ne peut pas guérir ?
C’est ce que nous allons démontrer a travers cette étude dans le cadre de ce mémoire.

Cette étude consistera en une série de tests expérimentaux portant sur les deux parties
aérienne et souterraine de I’espece en question. Elle est initiée par un criblage phytochimique
pour mettre en évidence les principales substances bioactives de cette espéce. Des extractions
par maceération aqueuse sont effectuées par la suite. Nous procéderons ensuite
a la détermination des rendements des extraits bruts aqueux puis aux dosages des polyphénols
totaux. Ensuite, nous essayerons d’évaluer le pouvoir antioxydant in vitro de ces extraits bruts
face aux radicaux libres et nous terminerons par la discussion, la conclusion

et les perspectives.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal
Le mateériel végétal que nous avons utilisé pour la réalisation de ce travail est une espéce
végétale spontanée, de la famille des Rhamnacées : Le jujubier sauvage ou Ziziphus lotus L.

(fig. 02). Des extraits bruts agueux sont obtenus par macération a froid des parties aérienne

et souterraine de cette espéce végétale. Ces extraits sont utilisés pour 1’évaluation in vitro de

leur pouvoir thérapeutique antioxydant.

2.1.1. Site de préléevement

Les échantillons de notre espéce végétale Ziziphus lotus sont prélevés a partir de deux sites
différents de la région de Ghardaia. Le premier site de prélevement est Berriane, situé a 44 km
au nord de la région de Ghardaia, I’autre est Mansoura, se trouve & 70 km au sud
de Ghardaia (fig. 01).

Ces échantillons sont déposés, séchés a 1’air libre puis broyés au sein du laboratoire
de recherche du département de biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

et Sciences de la Terre a I’Université de Ghardaia.
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Figure 01 : Situation géographique des sites de prélevement et limites administratives
de la région de Ghardaia (Tahraoui, 2011).
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La région de Ghardaia se situe a une distance de 620 Km au sud de la ville d’Alger et dans
la partie centrale du nord du Sahara algérien. Elle se trouve & 32° 26' de latitude Nord et 3° 46'
de longitude Est (Adouane et al, 2014).

Le territoire de cette region couvre une superficie de 84660 Kmz2, comptant 8 dairas et 11

communes. Geographiquement, cette région est limitée ; au nord par la région de Laghouat

Et Djelfa, au sud par Tamanrasset, a 1’est par la région d’Ouargla et a 1’ouest par la région

d’El-Bayadh et Adrar (ANDI, 2013 ; ANIRF, 2011).

Cette région saharienne se distingue a la fois par I’immensité de son territoire, les contrastes
de son relief et la diversité de ses paysages qui représentent les différents types de parcours

sahariens : les Reg, les Lits d’Oued, les Dépressions, les Sols sableux et les sols salés.

Le climat de la région de Ghardaia est typiquement Saharien et se distingue par une grande
amplitude thermique ente le jour et la nuit d’été et d’hiver. La moyenne pluviométrique est
de 74 mm /an et cela pour une période de 32 ans (OMM, 2007).

Le caractére fondamental du climat Saharien est la sécheresse de ’air mais les micros-climats
jouent un role considérable au désert. Le relief, la présence d’une végétation abondante

peuvent modifier localement les conditions climatiques (Chenini et Chabou, 2012).

Dans la région de Ghardaia, les Oueds sont trés abondants, ils représentaient au passé
la ressource hydrique des oasis de la région. Les crues dépendent des caprices du temps,
un Oued peut couler trois fois par saison et resté a sec pour une période de quatre ans et méme
plus (Oued Zegrir, Oued Metlili, Oued M’Zab, Oued N’Sa). Cette région a une série
de couches aquiferes exploitée par pompage a des profondeurs importantes, dépassant parfois
les 120 m selon le site (Chenini et Chabou, 2012 ; ANDI, 2013).

Pour ce qui est de la flore, le climat saharien et le faible taux de pluviométrie répartie
irréguliérement dans 1’année, influent directement sur le couvert végetal et par consequent sur
la flore de la région. La flore saharienne apparait comme treés pauvre si I’on compare le petit
nombre des especes qui habitent ce désert a I’énormité de la surface qu’il couvre, et la wilaya
de Ghardaia fait partie du Sahara septentrional mais elle n’est pas dépourvue de végétation car
elle se caractérise par la présence des oasis sur ses principaux oueds, y compris la vallée
du M’Zab, qui comprend en elle-méme un groupe de cing oasis. Bien que la culture

du palmier dattier soit dominante, 1’agriculture a Ghardaia est relativement diversifiée. 1l y a
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la culture des légumes, arbres fruitiers, céréales (orge et blé dur), en plus de la culture
de I’arachide. Cette région contient également des plantes spontanées a caractere médicinal
appartenant a diverses familles telles que les Lamiaceae, Asteraceae, Fabaceae,
Chenopodiaceae, etc... (Ozenda, 1977 ; Kemassi et al, 2014 ; Bensaha et Arbouch, 2016 ).

Pour ce qui est des sites de prélevement Berriane et Mansoura et d’une maniére générale,
la ville de Berriane est située a 44 km au Nord de la ville de Ghardaia et elle se positionne
a 32° 50' de latitude Nord et 03° 49' de longitude Est. Elle se caractérise par un climat sec
a hyper sec. La température maximale peut atteindre 50°C pendant I'été. Pendant la période
hivernale, la température tombe a 3°C. La moyenne annuelle des précipitations est de I'ordre
de 100 mm (Khelifa et Remini, 2019).

Cette région a des ressources hydriques souterraines, représentées par une série de couches
aquiferes, elle est exploitée par pompage a des profondeurs importantes, dépassant parfois
les 120 m (Chenini et Chabou, 2012), et des ressources hydriques superficielles représentées
dans les oueds en particulier Oued Soudane, Oued Ballouh, Oued Zergui, Oued Nsa et Oued
Lemmada ( Khelifa et Remini, 2019 ; Guemari, 2009; Khene, 2007).

La région de Berriane fait partie du Sahara mais cela ne signifie pas qu'elle est dépourvue
de végetation car elle se caractérise par la présence des cultures telle que les palmiers dattiers
et les arbres fruitiers et les cultures herbacées (maraichage, fourrages, céréales) (Khelifa
et Remini, 2019; Khene, 2013). Selon Chehma (2006), cette région contient des plantes
spontanées a caractere médicinal appartenant a diverses familles telles que les Anacardiaceae,
Asteraceae, Chénopodiaceae, Boraginaceae, Brassicaceae, Capparaceae, Ephedraceae,
Fabaceae, Poaceae, Polygonaceae et Tamaricaceae.

Quant a la ville de Mansoura (appelée aussi Al Mansoura), qui se situe a 70 km au sud
de la région de Ghardaia, elle se trouve & 31° 58' de latitude Nord et de 03° 44' de longitude
Est. Cette région couvre une superficie de 6500 km? et se caractérise par un climat désertique
sec et chaud avec une rareté pluviométrie. La température maximale peut atteindre 55°C
pendant I'été avec une moyenne annuelle de I’ordre de 35°C. Elle est limitée au Nord par
la commune de Sebseb, au Sud par la commune d’El Meniaa (El Goléa), a I’Est par
la commune de Ruissat (Wilaya d’Ouargla) et a I’Ouest par la commune de Brezina (Wilaya
d’El Bayadh). (DPAT, 2005).




C’est une région qui se caractérise par des ressources hydriques souterraines, représentées par
une serie de couches aquiféres, elle est exploitée par pompage a des profondeurs importantes
comme Hassi Ghlib, et des ressources hydriques superficielles représentées dans les oueds
en particulier Oued Ghazelette, Oued Twil , Oued Ben Djdiri, Oued Haleb, Oued Ghayar,
Oued Labyed.

La nappe phréatique est superficielle ou alluviales par les crus d’oued Lafhal et les eaux

d’irrigation des nappe peu profondes, et varié selon la saison 10 & 50 m en période des eaux.

Les sources en eau les plus fréquentes dans la région de Mansoura sont les puits de parcours,
creusés traditionnellement (Ouled belkhir, 2008). Les oueds sont aussi des sources en eau

destinées a I’abreuvement des camelins qu’ils soient gardés ou libres.

Concernant le couvert végétal et la végeétation existante, 29 espéces vegétales ont été
recensées dans la région de Mansoura. Ces especes appartiennent a 12 familles botaniques.
sur ce nombre, 6 familles ne sont représentées que par une seule espéce (Ouici et Djoudi,
2015)

2.1.2. Echantillonnage

Dans cette étude, nous avons suivi une méthode d’échantillonnage basée sur le hasard. Cette
méthode consiste a prélever d'une maniére aléatoire et simple de divers points du méme pied
de la plante choisie des feuilles, fruits, fleurs saines, graines ou méme des tiges ne présentant
aucune lésion, de méme forme et de tailles différentes en fonction bien sir de leurs &ges.
C'est-a-dire, nous avons procédé, notamment dans la présente étude, a 1’échantillonnage
de quelque pieds de notre espece Ziziphus lotus L. (parties aériennes et parties souterraines)

jeunes et adultes afin d'éviter les risques de disparition de lI'espece végétale.
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Une vue générale des échantillons des deux régions étudiées sont présentées dans la figure 02.

Figure 02: Vue générale de I’espéce Ziziphus lotus des régions Berriane (A) et
Mansoura (B) (Originale, 2020).

Les échantillons sont prélevés tot le matin a la fin du mois de décembre et par temps sec
pour éviter toutes altérations des huiles ou tout autre produit du métabolisme secondaire.
Le matériel végétal est placé dans des étuis en papier stérile puis transporté immédiatement
au laboratoire en vue de I’analyse. Les parties prélevées sont mises a sécher pour servir
aux analyses biochimiques et 1’extraction des principes actifs (préparation des extraits bruts

aqueux).

2.1.3. Séchage

Sécher une plante n’est en fait rien d’autre que lui retirer progressivement son humidité. I
sera souvent nécessaire, avant de procéder a ce séchage, de passer les parties récoltées
rapidement sous un filet d’eau, pour éliminer la poussiére, les impuretés, les particules
de terre, etc. Les parties aériennes et souterraines récoltées sont étendues en couches minces,
a bonne aération, en courant d’air, sur une toile blanche pendant trois semaines
et en les retournant de temps a autre. Le séchage doit se prolonger jusqu’a 1’obtention
d’une consistance tout a fait friable, facile a briser lorsqu’on les courbe. Une dessiccation
excessive fait cependant tomber les plantes ou les organes en poussiére et entraine la perte
de leurs matieres actives. Dans le cas contraire, si I’humidité résiduelle reste élevée, on court

toujours le risque de les voir pourrir ou moisir lors de la conservation.
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Figure 03. Vue générale des parties aériennes (A, B) et parties souterraines (A’, B”)
Broyées de Ziziphus lotus des régions Berriane et Mansoura (Originale, 2020).

2.2. Méthodes d’analyses

2.2.1. Tests biochimiques préliminaires

Nous avons réalisé un screening phytochimique dans le but de connaitre les constituants
majeurs de I’espéce végétale Ziziphus lotus L. Les tests sont effectués uniquement sur
la partie aérienne.

2.2.1.1. Recherche des Tanins :
Selon Solfo, 1973 on prend 5 mL de l'infusé auxquels on ajoute 1 mL de la solution
de Chlorure ferrique (FeCl3) a 1% par goutte a goutte. L'apparition d'une coloration verdatre

indigue la présence des tanins catéchiques et bleu noiratre pour les tanins galliques.

2.2.1.2. Recherche des Flavonoides:
La mise en évidence de la présence des flavonoides est effectuée en suivant la méthode

de Harborne, 1973 par la réaction a la cyanidine avec de légéres modifications a propos
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des volumes des solutions de révélation ajoutées. 10 g de drogue pulvérisée sont macérés dans
150 mL d'HCI a 1 % pendant 24 Heures, aprés filtration de la solution obtenue; 3 mL
d’alcool chlorhydrique (éthanol a 95°, eau distillée, acide chlorhydrique concentré (V/V/V))
sont mis dans un tube a essai avec 1 mL d’alcool isoamylique et quelques copeaux
de magnésium. L’apparition d’une couleur jaune claire dans la partie supérieure du tube

indique la présence des flavonoides.

2.2.1.3. Recherche des Saponosides:

Leur présence est déterminée quantitativement par le calcul de I'indice de mousse, degrée
de dilution d'un décocté agqueux donnant une mousse persistante dans des conditions
déterminées. Deux grammes de matériel végétal sec et broye sont utilisés pour préparer
une décoction avec 100 mL d'eau. On porte a ébullition pendant 30 mn. Aprés refroidissement
et filtration, on réajuste le volume a 100 mL. A partir de cette solution, on prépare dix tubes
dans lesquels on mets 1, 2, 3, ... 10 mL. Le volume final étant de nouveau réajusté a 10 mL
avec de l'eau distillée. Les tubes sont agités fortement en position horizontale pendant 15
secondes. Aprés un repos de 15 minutes en position verticale, on releve la hauteur
de la mousse persistante en cm. Si elle est proche de 1 ¢cm dans le X°® tube, alors l'indice

de mousse est calculé selon la formule suivante :

Hauteur de mousse (en cm) dans le X°® tube x 5

X/100

X : C’est I’ordre de tube qui présente une mousse de I’ordre de 1 cm de hauteur.

La présence des saponosides dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100
(Dohou et al, 2003).

2.2.1.4. Recherche des Anthocyanes:
D’aprés Solfo (1973), la recherche des anthocyanes repose sur le changement de la couleur
de l'infusé a 10 % avec le changement de pH : on ajoute quelques gouttes d'HCI puis quelques

gouttes de NH,OH, le changement de la couleur indique la présence des anthocyanes.

2.2.1.5. Recherche des Leuco anthocyanes:
A 5 mL de l'infusé, sont mélangés 4 mL d'alcool chlorhydrique (éthanol/ HCI pur 3/1 V/V).
Apreés chauffage au bain marie & 50° C pendant quelques minutes, I'apparition d'une couleur

rouge cerise indique la présence des leuco anthocyanes (Solfo, 1973).

11
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2.2.1.6. Recherche des Alcaloides:
Apres une maceération de 5 g de la partie aérienne séchées et broyées dans 50 mL d'HCI & 1%,
le mélange est filtré puis soumis a I’action du réactif de Mayer ou Dragendorff (quelques

gouttes). L'apparition d'un précipité blanc indigue la présence des alcaloides (Bouquet, 1972).

2.2.1.7. Recherche des Terpenes :

La recherche des terpenes est effectuée par le test Salkowski: A 5 mL d’infusé, 2 mL
de chloroforme et 3 mL d’acide sulfurique (H,SO4) concentré sont soigneusement ajouteés.
L’apparition d’un anneau brun rougeatre a 1’interphase indique la présence des terpenes

(Rimjhim et al, 2014).

2.2.1.8. Recherche des Stérols :

Les stérols sont mis en évidence par le test Liebermann-Burchard : un volume de 2 mL
de I’infusé est mélangé avec 2 mL de chloroforme et 1 mL d’anhydride acétique. Ensuite,
2 gouttes d’acide sulfurique H,SO4 concentré sont ajoutées. L’apparition d’une coloration
rouge, qui vire en bleue et qui devient par la suite verte indique la présence des stérols
(Rimjhim et al, 2014).

2.2.2. Préparation des extraits bruts de I’espéce Zizyphus lotus L.
Ce travail est effectué avec des extraits bruts aqueux de la partie aérienne et la partie
souterraine de notre espéce végétale Ziziphus lotus des régions Berriane et Mansoura.

L’extrait brut aqueux est préparé selon la méthode de Majhenic et al, (2007) avec de légéres
modifications concernant le volume de solvant utilisé. 5g de poudre végétale sont dissous
dans 50 mL aux lieux de 75 mL d’eau distillée, sous agitation mécanique pendant 2 a 3 heures
a une température ambiante. Apres filtration et pour un meilleur épuisement de la plante, cinq
autres extractions sont faite avec le méme marc en utilisant le méme volume d’eau distillée.
Les filtrats ainsi obtenus sont évaporés a sec sous pression réduite a 60°C a 1’aide
d’un évaporateur rotatif. Le résidu obtenu est récupéré avec du méthanol et la solution

de ’extrait est ensuite conservée a 4°C.

2.2.3. Dosage des polyphénols totaux
La teneur en polyphénols totaux dans les extraits bruts obtenus des différentes parties utilisées
est déterminée par spectrophotométrie en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est

constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique  (HsPW1,04) et d’acide
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phosphomolybdique (H3PMO1,0,4) qui est réduit, lors de 1’oxydation des composés
phénoliques en mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgOy3) et de molybdene (MOgO3).

L’absorption maximale est comprise entre 700 et 760 nm, est proportionnelle a la quantité
de polyphénols présente dans les extraits vegétaux (Boizot et Charpentier, 2006). Le dosage
de ces polyphénols est effectué selon la méthode décrite par Singleton et Rossi, (1965) avec
de légeres modifications concernant les volumes : 100 uL de I’extrait végétal est mélangé
avec 400 pL de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué¢ 10 fois dans de I’cau distillée). Aprés
agitation puis incubation de 05 min, 500 pL de solution de Na,CO3; (7,5 %) est ajoute.
Le mélange a été laissé au repos a 1’obscurité et a température ambiante pendant 90 min avec
agitation intermittente. L'absorbance de la solution résultante est mesurée a 765 nm contre

un blanc.

La teneur en polyphénols totaux est exprimée en mg équivalent acide gallique par gramme
de matiére végétale seche (mg EAG/ g MVS). Une courbe d’étalonnage est réalisée
en parallele dans les mémes conditions expérimentales en utilisant 1’acide gallique comme

étalon ou contréle positif (Li et al, 2007).

2.2.4. Activité antioxydante

La capacité antioxydante des substances ou principes actifs des extraits de plantes peut étre
évaluée soit in vivo, sur des organismes vivants, soit in vitro en utilisant des tests qui miment
le phénoméne physiologique. Pour évaluer I’activité antioxydante des extraits naturels in
vitro, différentes méthodes ont été développées. Ces méthodes impliquent le mélange
d’especes oxydantes avec un échantillon qui contient des antioxydants capables d’inhiber
la génération de radicaux libres. Ces antioxydants peuvent agir selon deux mécanismes
majeurs : soit par transfert d’atome d’hydrogéne, soit par transfert d’électron (Prior et al,
2005).

Dans la présente étude, les tests d’évaluation du pouvoir antioxydant ont porté sur le piégeage
du radical libre stable DPPH et 1’évaluation de 1’activité antioxydante totale AAT ou piégeage
des radicaux libres ABTS.

2.2.4.1. Test de DPPH: Piégeage du radical libre stable DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl)

Le DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacee qui
absorbe a 517 nm. En présence de composés antiradicalaires, le radical DPPH est réduit
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et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées servent a calculer
le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire
de I’échantillon (Parejo et al, 2003).

De point de vue méthodologique, le test du radical libore DPPH est recommandé
pour des composés contenant des groupements SH, NH et OH (Salah et al, 1995). Il
s’effectue a température ambiante, ceci permettant d’éliminer tout risque de dégradation
thermique des molécules thermolabiles. Le test est largement utilisé au niveau de 1’évolution
des extraits hydrophiles tres riches en composés phénoliques (Yi-Zhong et al, 2006 ;
Hatzidimitriou et al, 2007). Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des
antioxydants a piéger le radical libre DPPH.

Le pouvoir de piégeage ou d’inhibition des extraits obtenus de notre espeéce végétale sur
le radical libre DPPH est mesuré selon la méthode de Sanchez-Moreno et al, 1998
et de Anton et al, 2008 : Un volume de 50 pL de différentes concentrations de la solution
de chaque extrait est ajouté a 950 uL de la solution méthanolique du DPPH 60 uM (0,025
g/L) fraichement préparée. Des solutions d’un antioxydant de référence Trolox sont
également préparées dans les mémes conditions pour servir de témoin positif. Aprés
incubation a I’obscurité et a température ambiante pendant 30 minutes, la lecture
des absorbances (DO) est effectuée a 1’aide d’un spectrophotométre a une longueur d’onde
de 515 nm contre un blanc (50 pL du méthanol avec 950 pL d’une solution méthanolique

du DPPH).
Le pourcentage du piégeage du radical est calculé selon 1’équation suivante :
% Inhibition = [(A1 — A2)/ A1] x 100

A : Absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait végétal),

A, : Absorbance en présence de I’extrait végétal.

2.2.4.2. Test de PABTS : Activité antioxydante totale AAT

L'acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) ou ABTS est un composé
chimique utilisé notamment en biochimie dans I'étude de la cinétique de certaines enzymes.
Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTS®"
de coloration bleu verdatre. Ce radical cationique est formé suite a ’oxydation de I’ABTS
initialement incolore avec les différents composés comme le (KH,PQO,). Ainsi, la réaction se

déroule en deux étapes :
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Au cours de la premiére étape, le radical ABTS®" est formé par arrachement d’un électron (e-)
a un atome d’azote de ’ABTS. La deuxiéme se déroule en présence d’un antioxydant donneur
de H®, le radical d’azote concerné piége un H®, conduisant a I’ABTS-H", ce qui entraine

la décoloration de la solution.

L'activite antioxydante totale (AAT) des extraits obtenus est évaluée selon la méthode
de Re et al, 1999 avec de légéres modifications & propos des volumes. Selon Schlesier
et al. (2002), Cette activité est exprimée par la Capacité Antioxydante en Equivalent Trolox
(CAET) qui correspond a la capacité antioxydante d’une solution en unités d'équivalent

trolox. Ainsi, plus la valeur de CAET est grande, plus I’activité antioxydante (AAT) est forte.

Le cation radical ABTS (ABTS®") a été produit en réagissant une solution mére d’ABTS (7
mM) avec le persulfate de potassium (2,45 mM). Le mélange est laissé a I'obscurité
a une température ambiante pendant 12 a 16 heures avant utilisation. Le radical était stable
sous cette forme pendant plus de 2 jours lorsqu'il était protégé de la lumiére et stocké

a une température ambiante.

Pour 1’évaluation de la capacité antioxydante totale, la solution stock de I’ABTS®" a été diluée
avec de I'éthanol a une absorbance de 0.70 (+x0.02) a une longueur d’onde de 734 nm
et équilibré a 30°C. Ensuite, un volume de 10 pL des différentes concentrations des solutions
a tester (extraits de la plante) a été mélangé avec 990 pL de la solution stock de ’ABTS®"
diluée. Le blanc est obtenu en mélangeant 10 pL d’éthanol absolu avec 990 pL de la solution
stock de ’ABTS®".

Le pouvoir inhibiteur ou de piégeage du radical ABTS®" (% Inhibition) est calculé par

I'équation suivante :

% Inhibition = [(A734 blanc - A;34 extrait) / A7z, blanc] x100

OU As3, blanc et Az, extrait sont les absorbances de la solution ABTS®" a 734 nm avant
et aprés addition des échantillons ou extraits de plante.

L'étalonnage est effectué avec des solutions stocks de trolox. Les valeurs enregistrées
des concentrations inhibitrices (IC50), qui correspondent a la concentration de 1’extrait
vegétal nécessaire pour neutraliser 50% des radicaux libres DPPH et ABTS, sont exprimees
en mg ou en pg/ mL.
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3. RESULTATS ET DISCUSSION
Les tests que nous avons effectué dans cette étude ont permet d’aboutir aux résultats suivants :

3.1. Tests biochimiques préliminaires
Les résultats obtenus des différents tests biochimiques préliminaires réalisés sur 1’espéce

veégétale Zizyphus lotus sont indiqués dans le tableau suivant:

Tableau 01. Tableau récapitulatif des principaux composés du métabolisme secondaire

de I’espéce Ziziphus lotus.

Reglon Mansoura Berriane
Tanins catéchiques (+) (+)
Flavonoides (+) ()
Saponosides (+) (+)
Anthocyanes (+) (+)
Leucoanthocyanes ) ()
Alcaloides ) ()
Terpénes (+) (+)
Stérols () Q)

(+) détecté, (-) non détecté.

A partir des résultats des tests biochimiques préliminaires des principaux composés
du métabolisme secondaire de 1’espece Ziziphus lotus (tab. 01), nous avons pu avoir une idée
sur la qualité biochimique supérieure de 1’espéce végétale en question. Autrement dit, ces
tests ont pu mettre en évidence la présence de cing composés du métabolisme secondaire
(tanins catéchiques, flavonoides, saponosides, anthocyanes et terpénes) et 1’absence de trois
autres composés aussi importants : leucoanthocyanes, alcaloides et stérols. Cette richesse
en métabolistes secondaires plus particulierement en composés phénoliques pourrait justifier
I’utilisation traditionnelle massive de 1’espéce Ziziphus lotus par la population de Mansoura

et Berriane au niveau de de la région de Ghardaia au Sahara septentrional Algérien. Nos
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résultats sont plus ou moins similaires avec ceux obtenus dans les travaux de Bordji et al,

(2007) et en parfaite concordance avec ceux de Dahou et al, (2003).

3.2. Rendements en extraits bruts aqueux

Dans cette étude et a partir des essais des différentes extractions par macération aqueuse
réalisées avec la poudre des parties aérienne et souterraine de la plante étudiée, nous avons pu
évaluer le rendement de chaque extrait. Ce rendement, qui a été évalué en mg/ g de matiere
végétale seche, est exprimé en pourcentage selon la formule suivante : R (%) = (PEB/ PMV)
x100 ou :

R (%) : rendement en %.

PEB : poids de I’extrait brut.

PMV : poids de matiere végétale seche.
Les valeurs obtenues sont indiquées dans le tableau suivant (tab. 02) :

Tableau 02 : Rendement (%) en extraits bruts et teneur en polyphénols (mg EAG/ g MVS)

de I’espéce Zizyphus lotus dans la région de Ghardaia.

Mansoura Berriane
EAQ.PA EAQ.PS EAQ.PA EAQ.PS
Rendement 41.88 55.2 47.14 11.02
Polyphénols
Totaux 191.470+£0.046 | 244.375%+0.023 | 197.054+0.06 37.131+0.026

A partir des résultats ci-dessus (tab. 02), I’espéce Ziziphus lotus de Mansoura s’avére plus
riche en extrait brut aqueux avec 55.2% dans sa partie souterraine et 41.88 % dans sa partie
aérienne. Quant a ’espéce de Berriane, un rendement plus ou moins similaire de 1’ordre
de 47.14 % en extrait brut est enregistré de sa partie aérienne. Cependant, la partie souterraine
de la méme espece de Berriane n’a montré qu’un rendement assez faible de I’ordre de 11.02
% en extrait brut aqueux. Cette différence dans les rendements en extraits bruts est due
probablement a la distribution inégale des métabolites secondaires entre les différentes parties

de la plante étudiée (Benhammou et al, 2009).

Par comparaison avec des travaux récemment publiés, les résultats obtenus sont meilleurs que
ceux obtenus par Djemai, (2009) sur la méme espéce végetale de la région de Batna
ou un rendement de ’ordre de 40 % est enregistré. Ces résultats sont également meilleurs
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gue ceux obtenus par Ghalem, (2014) avec un rendement égal a 31 % en extrait brut aqueux
de la pulpe et de la racine de I’espéce végétale Ziziphus lotus de la région de Zarifete

de la wilaya de Tlemcen a I’ouest Algérien.

D’une manicre générale, la variabilité des résultats peuvent étre liée aux solvants d’extraction,
aux conditions environnementaux de la région, aux conditions de stockage, date de récolte,
la variéte et le degré de maturité et méme la partie de la plante utilisée qui peut influencer
le rendement (Abiazar, 2007).

D’autre part et en se référant aux travaux de Ghedadba et al, (2014), les teneurs en extraits
bruts varient non seulement d’une plante a une autre de la méme famille mais également
en fonction des paramétres de 1’extraction solide-liquide des polyphénols, la taille
des particules et le coefficient de diffusion de solvant ou mélange de solvants d’extraction.
En effet, ’eau, le méthanol et le mélange hydrométhanolique sont considérés comme
des meilleurs solvants d’extraction des composés naturels (Bekro et al, 2007; Mohammedi
et Atik, 2011).

En plus de ces aspects quantitatifs, quelle que soit la méthode d’extraction appliquée, elle doit
tenir compte de la qualité d’extrait, autrement dit de la bioactivité de ces principes actifs.
Dans la présente étude, la méthode de macération sous agitation permet d’accélérer
le processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec I’extrait tout
en préservant la bioactivité de ses constituants. De méme, le déroulement de cette extraction
a température ambiante ainsi que I’épuisement du solvant a pression réduite permet d’obtenir
le maximum des composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues

aux températures ¢levées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction.

3.3. Teneur en composes phénoliques (polyphénols totaux)
Les valeurs enregistrées des teneurs en polyphénols totaux sont exprimées en milligramme
équivalent acide gallique par gramme de matiere végétale seche (mg EAG/ g MVS).

La courbe d’étalonnage est établie avec un coefficient de détermination R?=0.9988 (fig. 04).
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Figure 04: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

A partir de I’équation de régression de la courbe d’étalonnage ci-dessus, nous avons
déterminé la teneur en polyphénols totaux dans les différents extraits de notre plante Ziziphus
lotus de Mansoura et Berriane au niveau de la région de Ghardaia au Sahara septentrional

Algérien.
Les reésultats obtenus sont indiqués dans le tableau précédent (tab. 02).

De la plupart des résultats obtenus, les extraits bruts aqueux de I’espéce végétale Ziziphus
lotus de Mansoura s’avérent les plus riches en composés polyphénoliques notamment dans

la partie souterraine avec une teneur maximale de 1’ordre de 244.375+0.023 mg EAG/g MVS.

Les parties aériennes de notre espece végétale des deux sites étudiés viennent en deuxieme
position avec des teneurs élevées en polyphénols totaux et plus ou moins similaires variant
entre 191 et 197 mg EAG/ g MVS. Néanmoins, la partie souterraine de 1’espéce de Berriane
s’est montrée moins riche en polyphénols totaux avec une teneur trés faible égale a 37.131
+0.026 mg EAG/g MVS.

Les teneurs élevées en polyphénols totaux que nous avons enregistrés dans la partie aérienne
et souterraine de I’espéce Ziziphus lotus de la région de Ghardaia pourraient justifier
I’utilisation massive de cette espece végétale par la population des régions de la partie nord

du Sahara septentrional Algérien.

Nous pouvons déduire aussi qu’un rendement ¢élevé en extrait brut peut signifier sa richesse

en composés phenoliques et surtout en polyphénols totaux.
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En bref, I’espéce Ziziphus lotus de Mansoura est meilleure que celle de Berriane du point
de vue richesse biochimique en composés polyphénoliques et plus particulierement dans sa

partie souterraine.

Par comparaison avec des travaux récemment publiés, nos résultats des teneurs
en polyphénols totaux des extraits bruts de la partie souterraine de 1’espéce de Mansoura sont
en parfaite concordance avec ceux de Bakchiche et al, (2013) obtenus sur des extraits bruts
des écorces de racines de la méme espece végeétale de la région de Djebel Amour au Sahara

algérien.

Par ailleurs, des résultats meilleurs que ceux obtenus dans notre étude, sont enregistrés par
Khouchlaa et al, (2017) avec des teneurs tres élevées en polyphénols totaux de 1’ordre
de 285.19 mg EAG/ mg d’extrait brut aqueux des fruits de la méme espéce végétale Ziziphus

lotus de la région d’Thahen au Sud Marocain.

D’autre part, nos résultats sont pour la plupart meilleurs que ceux obtenus par Raies et al,
(2019) sur différents extraits de la méme espéce végétale de la région de Fez Zouagha-
Moulay Yaacoub au Maroc, dont les teneurs en polyphénols totaux sont de 23.54+0.44
a 50.67+£1.44 mg EAG/ g MVS. De méme et par comparaison avec des résultats publiés par
Donatien, (2008) ou les teneurs en polyphénols totaux sont de I’ordre de 19.27+0,64 mg
EAG/ g MVS dans I’extrait brut des feuilles de 1’espece Ziziphus mucronata de la région

de Bamako, nos résultats s’averent meilleurs avec des valeurs plus élevées.

Dans ce méme contexte et par comparaison avec d’autres travaux réalisés par (Bakchiche
et al.2014 ; Benslama et al, 2017 ; Mesrane, 2017 ; Ghazghazi et al, 2014) sur la méme
espéce veégétale qui a fait I’objet de notre étude, les résultats obtenus, du dosage
des polyphénols totaux dans les extraits bruts aqueux de la partie aérienne et souterraine
de I’espéce Ziziphus lotus de la région de Ghardaia au Sahara septentrional Algérien,
semblent étre plus ou moins comparables avec des teneurs trés élevées. De ce fait, une teneur
élevée en polyphénols totaux est liée a la grande solubilité des composés phénoliques dans
les solvants polaires (Ghedadba et al, 2014).

En général, cette différence dans les résultats obtenus peut étre liée d’une part, aux diverses
conditions expérimentales (polarité des solvants d’extraction, quantité de maticre végétale,
techniques d'extraction) (Green, 2004 ; Colin-henrion, 2008 ; El Hadrami et Al-khayri, 2012 ;
Benkherara et Bordjiba, 2018) et a la composition en fractions phénoliques (Hayouni et al.,
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2007) et d’autre part aux variations environnementales édaphoclimatiques (Ksouri et al, 2008

; Park et Cha, 2003 ; Belyagoubi-Benhammou, 2014).

3.4. Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant des extraits bruts aqueux de la partie aérienne et souterraine
de I’espece végétale Ziziphus lotus de Mansoura et Berriane de la région de Ghardaia
au Sahara septentrional Algeérien, est évalué en mesurant les moyennes des valeurs

des concentrations inhibitrices (IC50) face aux radicaux libres DPPH et ABTS.

Les valeurs des IC50 sont inversement proportionnelles a la capacité antioxydante (taux
d’inhibition %) d'un composé naturel, car elle refléte la quantit¢é ou la concentration
d'antioxydant en pug/ mL ou en mg/ mL requise pour neutraliser 50% de la concentration
initiale du radical libre présent dans le milieu réactionnel. Plus la valeur d’IC50 est faible,
plus l'activité antiradicalaire d'un composé¢ est appréciable. Les valeurs d’IC50
de I’antioxydant de synthése ou de référence (trolox) utilisé dans cette étude sont également

évaluées.

3.4.1. Effet inhibiteur du radical libre DPPH (test de DPPH) :

A partir des figures des courbes d’étalonnage du trolox (fig. 05) et des extraits bruts aqueux
de notre espéce végétale Ziziphus lotus (fig. 06) et a partir des équations de régression
lin¢aire, nous avons pu calculer les différentes valeurs d’IC50 du pouvoir inhibiteur vis-a-vis
du radical libre stable DPPH. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau ci-
dessous (tab. 03).

Trolox DPPH

y = 0.6603x
R2 = 0.9987

% Inhibition

0 20 40 60 80 100 120 140
[C] (ug/mL)

Figure 05: Courbe d’étalonnage de I’antioxydant de synthése Trolox (pour DPPH)
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Figure 06: Figures représentatives des résultats de 1’activité antioxydante (test de DPPH)

des extraits bruts de I’espéce Ziziphus lotus de la région de Ghardaia.

(EAQ: extrait aqueux, PA: "Partie aérienne, PS: Partie souterraine, M: Mansoura, B: Berriane)

D’une maniére générale, les extraits bruts aqueux de la partie aérienne de 1’espéce Ziziphus

lotus des deux sites concernés de la région de Ghardaia présentent les plus forts pouvoirs

inhibiteurs du radical libre DPPH avec des valeurs d’IC50 faibles et plus ou moins proches

de I’ordre de 3 mg/ mL. Quant a la partie souterraine, I’espéce de la région de Mansoura est

avérée meilleure que celle de Berriane dont la valeur d’IC50 est de 3.748+0.02 mg/ mL. Ces

pouvoirs inhibiteurs des extraits bruts obtenus s’averent inférieurs par rapport a celui

du trolox qui s’est montré trés puissant et ayant une trés grande capacité dans la réduction

du radical libre DPPH.
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Tableau 03: Résultats globaux du pouvoir antioxydant (test de DPPH) des extraits bruts

de I’espéce Ziziphus lotus.

Sites Mansoura Berriane
Extrait Partie Partie Partie Partie Trolox
aqueux de aerienne souterraine Aérienne souterraine
IC50

3.154+0.012 | 3.748+0.020 | 3.43+0.016 | 4.011+0.012 | 0.075+0.901
(mg/ mL)

3.4.2. Testde ’ABTS
A partir des équations de régression de la courbe d’étalonnage du trolox (fig. 07) et celles

des courbes des extraits bruts aqueux des parties aérienne et souterraine de notre espece

végétale Ziziphus lotus de la région de Ghardaia au centre de la région Nord du Sahara

septentrional algérien (fig. 08), nous avons déterminé les valeurs d’IC50 de la capacité
antioxydante vis-a-vis des radicaux libres ABTS ou activité antioxydante totale AAT.

Les reésultats globaux sont indiques dans le tableau ci-dessous (tab. 04).

% d'inhibition

100
90 -

Trolox ABTS
y = 182.69x
R2=10,9936

0,4

0.3

0.5

0:6
[C] (ng/mL)

Figure 07: Courbe d’étalonnage de I’antioxydant de synthése trolox (pour ABTS).
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Figure 08: Figures représentatives des résultats de I’activité antioxydante (test de I’ABTS)
des extraits bruts de 1’espéce Ziziphus lotus de la région de Ghardaia.

(EAQ: extrait aqueux, PA: "Partie aérienne, PS: Partie souterraine, M: Mansoura, B: Berriane)

En général, et a partir du tableau ci-dessous (tab. 04), des résultats similaires que ceux
du pouvoir inhibiteur vis-a-vis du radical libre DPPH sont obtenus. Autrement dit, les extraits
bruts aqueux de la partie aérienne de I’espéce Ziziphus lotus des deux sites concernés
présentent les plus forts pouvoirs inhibiteurs face aux radicaux libres ABTS avec des valeurs
d’IC50 faibles et un peu proches de ’ordre de 0.5 mg/ mL. Cependant, 1’espece de Berriane
et avec sa partie souterraine n’a montré qu’une faible capacité dans 1’inhibition
ou la réduction des radicaux libres ABTS existants dans le milieu réactionnel. Cela est
probablement en relation avec la distribution inégale des métabolites secondaires entre
les deux parties de la plante étudiée. Pour ce qui est du produit de référence trolox, la capacité

antioxydante de nos extraits s’averent tres faible.
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Tableau 04: Résultats globaux du pouvoir antioxydant (test de ’ABTS) des extraits bruts
de I’espéce Ziziphus lotus.

Sites Mansoura Berriane
Extrait Partie Partie Partie Partie Trolox
aqueux de Aérienne souterraine Aérienne souterraine
IC50

0.555+0.064 | 0.498+0.047 | 0.586+0.043 | 0.871+0.051 | (.274+0.091
(mg/ mL)

En bref, et a partir des résultats obtenus, les extraits bruts aqueux de la partie aérienne
de I’espéce végétale Ziziphus lotus de Mansoura et Berriane de la région de Ghardaia ont
présenté le meilleur pouvoir antioxydant vis-a-vis du radical libre DPPH et dans la réduction
des radicaux libres ABTS.

A propos du pouvoir inhibiteur du radical libre DPPH, les résultats obtenus révelent que
les extraits bruts isolés de 1’espece Ziziphus lotus des deux sites concernés de la région
de Ghardaia sont tres actifs et présentent en général des activités antioxydantes supérieures.
Cela est probablement lié a la complexité de ses extraits bruts en substances polyphénoliques
y compris les tanins, flavonoides et les entre

anthocyanes et la synergie

eux pour une meilleure activité antioxydante (Vermerris et Nocholson, 2006).

Par comparaison avec de nombreuses études qui ont évalué le potentiel antioxydant
des extraits de I’espéce Ziziphus lotus qui a fait I’objet de notre étude, des résultats meilleurs
que ceux obtenus avec les extraits bruts aqueux de notre plante sont publiés par plusieurs
auteurs (Bakchiche et al, 2014 ; Belmaghraoui et al, 2018 ; Benslama et al, 2017 ; Ghazghazi
et al, 2014) avec des valeurs tres faibles d’IC50 ne dépassant pas 0.5 mg/ mL.

Quant a la capacité antioxydante vis-a-vis des radicaux libres ABTS (test de I’ABTS),
diverses études ont déterminé expérimentalement les capacités des extraits naturels a piéger
les radicaux libres. Cette activité dépend d’un certain nombre de paramétres: la dose,

la structure, les substituants et le degré de polymerisation de la molécule.

Les extraits bruts aqueux de notre plante ont pu présenter un pouvoir antioxydant plus
ou moins appréciable face aux radicaux libres ABTS. Cela s’explique probablement par
la richesse de I’extrait brut aqueux en composés, ayant une forte activité d’élimination
des radicaux libres, qui sont plus solubles et plus extractibles avec de 1’eau que dans d’autres

solvants qui sont certainement moins polaires.
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La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique dans la plante, qui
varie de composés simples a fortement polymérisés. Cette diversité structurale est responsable
de la grande wvariabilit¢ des propriétés physicochimiques influencant 1’extraction
des polyphénols (Koffi et al, 2010 ; Mahmoudi et al, 2013). Entre outre, la solubilité
des composes phénoliques est affectée par la polarité du solvant utilisé. Par conséquent, il est
tres difficile de développer un procédé d’extraction approprié a I’extraction de tous

les composés phénoliques de la plante (Garcia-Salas et al, 2010 ; Jokic et al, 2010).

Les solvants apolaires ou faiblement polaires sont par contre recommandes pour récuperer
sélectivement les acides tanniques de haut poids moléculaire (Tian et al, 2009). Les ardmes
dérivés des acides hydroxycinnamiques sont quant a eux habituellement extraits par

des solvants apolaires tels que le chloroforme et la diéthyléther (Collin et Crouzet, 2011).

Cet effet antiradicalaire pourrait devenir potentiellement intéressant apres optimisation
des conditions d’extraction, séparation et d’augmentation de la concentration. En effet,
les composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont reconnus comme
des substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les especes
radicalaires et les formes réactives de 1’oxygene (Javanovic et al, 1994). L’effet scavenger
des flavonoides est attribué a leur faible potentiel redox qui les rend thermodynamiquement
capable de réduire les radicaux libres par un transfert d’atome d’hydrogéne a partir
des groupements hydroxyle (Siddhuraju et Becker, 2007). En outre, dans le but d’identifier
les sites potentiels au sein des flavonoides qui sont responsables sur I’effet antiradicalaire vis-
a-vis du radical DPPH, plusieurs travaux ont étudié la cinétique et le mécanisme réactionnel
des flavonoides avec ce radical stable. De plus, Amic et al, (2003) ont mis en évidence
la relation structure fonction de 29 flavonoides (flavones, flavonols et flavanones) et leurs
capacités de piéger le radical DPPH et par conséquent, la variabilité structurale de ces méme

flavonoides affecte de facon non négligeable cette activité.

La configuration et le nombre total de groupements hydroxyles ont une influence sur
le mécanisme de l'activité antioxydante (Heim et al, 2002) et a titre indicatif, les composes

les plus actifs sont ceux qui combinent les trois critéres suivants :

Une structure ortho-dihydroxy (groupement catéchol) dans le cycle B qui confére la stabilité

au radical flavonoxy et participe a la délocalisation des électrons.
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Une double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo dans le cycle C fournissant

une délocalisation des électrons a partir du cycle B.

La présence des groupements hydroxyle en position C3 et C5 fournissant une liaison

hydrogene au groupe oxo (Croft, 2006).

Cette différence dans les résultats obtenus s’explique probablement par [’influence
de plusieurs facteurs sur la qualité et la quantité des composés du métabolisme secondaire
de la plante et par conséquent leur potentiel antioxydant. Ces facteurs sont en principe
climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol, type de microclimat
et aussi 1’étage bioclimatique, etc. (Atmani et al, 2009), patrimoine génétique (EI-Waziry et
al, 2007), période et moment de la récolte et le stade de développement de la plante
(Miliauskas et al, 2004) et méme aux conditions opératoires de 1’expérimentation (solvant
d’extraction polaire ou apolaire, quantité de matiére végétale, seche ou fraiche, température

et temps d’extraction, et méme aux techniques d’extraction) (Lee et al, 2003).
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A la fin de cette étude, il parait trés important d’évoquer les principaux résultats que nous

avons obtenus.

Les tests biochimiques préliminaires, effectués sur la partie aérienne de 1’espéce végétale
Ziziphus lotus L. des deux sites Mansoura et Berriane de la région de Ghardaia, nous ont
permis de mettre en évidence la présence de cinq composés du métabolisme secondaire
(tanins catéchiques, flavonoides, saponosides, anthocyanes et terpeénes) et I’absence de trois
autres composés aussi importants : leucoanthocyanes, alcaloides et stérols. Pour ce qui est
des rendements en extraits bruts aqueux, I’espece de Mansoura s’avere plus riche avec 55.2%
dans sa partie souterraine et 41.88 % dans sa partie aérienne. Quant a ’espece de Berriane,
un rendement plus ou moins similaire de I"ordre de 47.14 % est enregistré¢ de sa partie
aérienne contrairement a la partie souterraine qui n’a montré qu’un rendement assez faible

de ’ordre de 11.02 %.

D’une maniere générale, les extraits bruts de I’espece de Mansoura s’averent les plus riches
en composés polyphénoliques notamment dans la partie souterraine avec une teneur maximale
de I’ordre de 244.375+£0.023 mg EAG/g MVS. Les parties aériennes de cette espece végétale
des deux sites concernés viennent en deuxieme position avec des teneurs moyennement
élevées et plus ou moins similaires allant de 191 a 197 mg EAG/ g MVS. Ces teneurs élevées
en composés phénoliques des extraits de la partie aérienne et souterraine de I’espéce Ziziphus
lotus de Mansoura et Berriane pourraient justifier 1’'usage traditionnel massif de cette espéce

par la population de la région de Ghardaia.

A partir du pouvoir antioxydant évalué par les tests in vitro, les résultats obtenus révelent que
les extraits de notre espéce végétale des deux sites concernés de la région de Ghardaia sont
tres actifs et présentent en général des activités antioxydantes supérieures vis-a-vis du radical
libre DPPH et dans la réduction des radicaux libres ABTS et plus particulierement
en présence des extraits de la partie aérienne. Cela est du probablement a la complexité
et la richesse de ses extraits bruts aqueux en substances polyphénoliques ayant une forte

activité de piégeage ou d’¢élimination des radicaux libres.

En bref, ces résultats indiquent que les extraits bruts de 1’espéce Ziziphus lotus sont trés
prometteurs quant a leur pouvoir antioxydant. Des applications in situ dans le traitement
des maladies dues a certains radicaux libres peuvent étre envisagées. Nos perspectives pour

I’avenir se résument en ce qui suit :
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Approfondir les études concernant la séparation, purification, identification et la
caractérisation de ces principes actifs du point de vue qualitatif et quantitatif.

Déterminer leurs Chémotypes exacts et complets par HPLC/ MS et RMN.

Evaluer in vitro d’autres activités biologiques de sa partie aérienne et méme souterraine telles
que I’activité antimicrobienne, anti-inflammatoire, antidiabétique...etc.

Envisager des expériences in situ en testant ces principes actifs sur des cas pathologiques.

Il serait également intéressant d’extraire les autres principes actifs de la plante et de tester leur

pouvoir antioxydant.
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ABSTRACT

This work is carried out in order to verify the specificity of a plant species: Ziziphus lotus L. or
Jujubier, of medicinal interest in two different sites Mansoura and Berriane of the region of Ghardaia
in the northern Algerian Sahara and this through a phytochemical study and evaluation of the
biological antioxidant activity of the aqueous crude extracts from the aerial and root part. To do this,
phytochemical screening tests are carried out to demonstrate the presence or absence of the main
compounds of the secondary metabolism of the plant in question. Then, aqueous extractions are made
by cold maceration of the aerial and root parts of the dried plant. The yields and the total polyphenol
contents in the crude extracts obtained are then determined and their antioxidant power against free
radicals DPPH and ABTS is evaluated.

From most of the obtained results, the Ziziphus lotus species from Mansoura seems to be richer in
crude extract with 55.2% in its root part and 41.88% in its aerial part. In general, the crude extracts of
the Mansoura species are found to be the richest in polyphenolic compounds, especially in the root
part with a maximum content of around 244.375 + 0.023 mg GAE / g DPM.

From all the results of the antioxidant activity evaluated by in vitro tests, we can deduce that the crude
extracts of the aerial part of our species from the two sites concerned in the Ghardaia region have the
strongest inhibitory powers against free radicals DPPH and ABTS with and more or less similar IC50
values. These inhibitory powers of the obtained extracts are found to be inferior compared to that of
trolox which has been shown to be very potent and has a great capacity in the inhibition or reduction
of free radicals.

In general, the Ziziphus lotus species of Mansoura is better than that of Berriane from a biochemical
and biological point of view and that in its aerial and root part.

Key words: Ziziphus lotus, Ghardaia, Phytochemistry, Crude extract, Antioxidant power.
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