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Résumé

Cette étude porte sur la valorisation d’un arbrisseau fruitier appelé Zizyphus lotus
L.(Rhamnacées) connu dans I’ Algérie sous le nom vernaculaire Sedra.C’est uneplante utile,

en médecine populaire, pour soigner le tube digestif, le foie et les affections respiratoires.

Dans la présente étude on a tentéd’évaluer ’activité antioxydante et antibactérienne in
vitro de I’extrait méthanolique et I’extrait aqueuxpréparés a partir des feuilles du Zizyphus
lotusL’analyse qualitative de ces extraits par les tests préliminaires et la CCM a révélé
laprésence des composés phénoliques, des tanins, des flavonoides ; ceci est confirmé par
uneanalyse quantitative basee sur le dosage, des composes phénoliques, des flavonoides et
destanins dont les valeurs sont : pour I’extrait méthanolique : les
composésphénoliques(96,13+12,7ug EAG / mg d’extrait) , les flavonoides (8,46+2,96ug EQ /
mgd’extrait) et les tanins (0,048+0,011ug ECT / mg d’extrait), et pour I’extrait aqueux :
lescomposes phénoliques(33,06 + 4,75ug EAG / mg d’extrait) , les flavonoides (6,68+0,29ug
EQ / mg d’extrait) et les tanins (0,042+ 0.0 05ug ECT / mg d’extrait).

L’étude de I’activité antioxydante par la méthode du pouvoir anti oxydant par Réduction
du Fer (FRAP) a révélé unegrande activité antioxydante de 1’extrait méthanolique par

comparaison avec 1’extrait aqueux .

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur trois souches bactériennes (Gram+ et
Gram-)par la méthode de diffusion des disques sur un milieu géloses solides montreune
grande activité antibactérienne de I’extrait méthanolique par comparaison avec ’extrait

aqueuXx .

Mots clés: Zizyphus lotus, activité antioxydante, activité antibactérienne ,composés

Phenoligues, flavonoides, tannins.



ABSTRACT

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

In this study weat tempted to evaluate in vitro antioxidant activity and antibacter of the
methanolic extract and water extract prepared from the leaves of the Zizyphus lotus.

Qualitative analysis of these extracts by preliminary tested and TLC revealed the presence of
phenolics compounds, tannins, flavonoids; this is confirmed by a quantitative analysis based
on the dosage, phenolic compounds, flavonoids and tannins whose values are: for the
methanolic extract : phenolics compounds (96,13£12,7ugpg EAG / mg extract),
flavonoids(8,46+2,96ug EQ / mg extract) and tannins (0,048+0,011 ug ECT / mg extract), and
for aqueous extract: phenolic compounds (33,06 + 4,75 ug EAG / mg extract),
flavonoids(6,68+0,29pg EQ / mg extract) and tannins (0,042+ 0.005ugECT / mg extract).

The study of antioxidant activity by the method of ferricredu,cingantioxidant
power(FRAP)revealed highantioxidantactivity of the methanolicextractcomparedwith the

aqueous extract.

The antimicrobial sensitivity of the extract stowardsthrees bacterial strains (Gram+ and
Gram)was assessed using to the disc diffusion agar test ;revealed high antibacter activity of

the methanolic extract compared with the aqueous extract.

Keywords: Zizyphus lotus, antioxidantactivity, antibacteractivity ,Phenolic compound

Sflavonoids, tannins.
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Introduction générale

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments. Elles sont
considérées comme source de matiére premiere essentielle pour la découverte de nouvelles
molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Maurice., 1997). Aujourd’hui, les
traitements a base des plantes reviennent au premier plan. En distinguant 2 types de phytothérapie
(Lamnaouer., 2000):

e Une pratique traditionnelle, parfois trés ancienne, basée sur 1’utilisation des plantes
médicinales selon les vertus découvertes empiriquement. Selon I’O.M.S., cette
phytothérapie est considérée comme une médecine traditionnelle et encore
massivement employée dans les pays en voie de développement. C’est une médicine
paralléle du fait I’absence d’études Clinique.

e Une pratique basée sur 1’avancée scientifique et la recherche des principes actifs
des plantes (Larousse., 2001).

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualité malgré son ancienneté. Cela
tient principalement au fait que le régne végétal représente une source importante d’une immense
variété de molécules bioactives. Cette matiére végétale contient un grand nombre de molécules qui
ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie.
Parmi ces composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins,

les terpénes et les flavonoides (Bahorun et al., 1996).

Les radicaux libres (RL) en général et les especes réactives de 1’oxygene (ROS) en
particulier sont impliqués dans plusieurs pathologies humaines allant au cancer tout en
passant par les maladies cardio-vasculaires, I’arthrite rhumatoide, le diabéte.

Cependant, 1’évaluation des propriétés phytopharmaceutiques, antioxydante et antimicrobienne
demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation rare ou
moins fréquente ou non connue dans la médecine traditionnelle. Ces plantes représentent une

nouvelle source de composés actifs (Teixeira da Silva., 2004).



L’objectif de cette étude portent principalement sur la composition chimique et sur 1’évaluation
in vitro des activités antioxydante et antimicrobienne d’extrait méthanolique et aqueux des

feuilles du Zizyphus lotus (Sedra) plante de la flore algérienne.

Les feuilles du Zizyphus lotus possedent des effets analgésiques attribués a leur contenu en
principes actifs ; les flavonoides et les saponines, Toutes ces activités confirment 1’usage
traditionnel de cette plante dans certaines maladies inflammatoires et douloureuses, (Borgi et
al.,2007 ; Borgi et al ., 2008).

Pour cela nous nous sommes fixés les objectifs suivants :
Etude in vitro qui comporte :
v Analyse qualitative de I’extrait méthanolique et aqueux des feuilles du
Zizyphus lotus par les tests préliminaires et la CCM.
v Analyse quantitative du contenu en polyphénols, flavonoides et tanins de I’extrait
méthanolique et aqueux des feuilles du Zizyphus lotus.

v Etude de I’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique et aqueux, en utilisant la méthode
de Réduction de fer (FRAP).
v Etude de l’activité antimicrobienne des extraits méthanolique et aqueux par la méthode de

diffusion des disques sur un milieu gélosés solides



PARTIE]

SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQE




CHAPITRE]

SUR LT
ZIZYPHUS LOTUS




Chapitre | Généralités sur Zizyphus lotus

I.1. Description botanique

Le Zizyphus lotus L. est une plante dicotylédone ,issue de la famille Rhamnacée(Rsaissi et

Bouchache., 2002) ,appelée localement « Sedra »(Borjet et al.,2007).

C’est un arbrisseau sous forme de buisson ne dépassant pas 2,5m a rameaux flexueux ,trés
épineux gris blanc poussant en zigzag.(Claudine.,2007).Les feuilles sont petites courtes ,et ovales

plus au moins elliptiques de 1 & 2cm de langueur et de 7mm de largeur(Bayerand et Butter.,2000).

Les fleurs de Zizyphus lotus L. sont tres visibles de couleur jaune avec des sépales ouvertes en

étoiles, un ovaire supere bisexuel et fleurissent en juin (Baba Aissa., 1999 ; Claudine., 2007).

Un fruit ovoide olong, ayant la forme et la grosseur d’une belle olive. D’abord vert
puit jaune, il devient rouge foncé quand il est mur, en octobre. Sa pulpe épaisse peut
étre d’un blanc verdatre et d’une saveur a la fois douce et acidulée ou brun jaunatre,

un peu glutineuse, a saveur sucrée et fade (Bayer et Butter., 2000).

FigureOl. Feuilles de Zizyphus lotus L Figure02 .Plante de Zizyphus lotus L

(Tadjnanet,Mai 2017)
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e,
Figure03: Fruits de Zizyphus lotus L. Figure 04 : Fleur de Zizyphus L.

1.2. Nomenclatures du Zizyphus lotus
1.2.1. Nom scientifique

Zizyphus lotus Lam.

1.2.2. Synonymes

Le Zizyphus lotus L. appelé également jujubier des Lotophages ou Jujubier de Berbérie (Baba

Aissa., 1999).

» Autres Synonymes
Zizyphus orthacantha DC, Zizyphus sativus creat (Von Maydelle.,1990).
1.2.3. Noms régional

» Francais : Jujubier sauvage ou Jujubier des Lotophages, Jujubier, Dindonnier.
> ltalien : Giuggiolo selvatico.
» Arabe :Sedrza,Djerdjer,Azar,N’ beg(Baba Aissa.,1999 ;Borgi et al .,2007).

1.2.4. Classification botanique

Régne : Végétale.

Embranchement : Spermatophytes.

Sous embranchement : Angiospermes.

Sous classe : Dicotylédone.

Ordre : Celastrale.

Famille : Rhamnacées.

Genre : Zizyphus.

Espece : Zizyphus lotus L. (Quezel et Santa., 1962).
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1.3. Répartition géographique
1.3.1. Dans le monde

Le genre Zizyphus renferme environ 100 espece principalement existent dans les régions
tropicales et subtropicales de 1’ Asie et des Amériques, tandis que quelque espéces vivent en
Afrique et dans les régions tempérés (Bonnet., 2001).

1.3.2. En Algérie

Zizyphus lotus L. est trés répandu dans les régions arides d’Algérie du Sud, Ain Ouessara et
Maessad (willaya de Djelfa) a climat aride et Taghit wilaya de Bechar au climat Saharien (Mounni,
S., 2008).

Aire de Zizyphus lotus L.

Figure 05. Aire de répartition du Zizyphus lotus L en Algérie (Quezel et Santa., 1962
I.4. Composition biochimique du Zizyphus lotus
1.4.1. Métabolites primaires

Les études phytochimiques menés sur le Zizyphus lotus montrent la présence des métabolites

primaires et secondaires (Catoir et al., 1999).
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Tableau 01. Pourcentage des compositions primaires du Zizyphus lotus (Chouaibi., 2011).

Vitamines Vitamine A : Les vitamines sont impératifs en

période de croissance (Hercberg et al, 1998).

Protéines 19,11%

Carbohydrates 40,87%

Lipides 32,92%
Sucres 20%

1.4.2. Métabolites secondaires

Le Zizyphus lotus comme une plante médicinale synthétise des nombreux composés appelés
métabolites secondaires tels que les polyphénols (flavonoides, tanins), les triterpénes, les
anthraquinones, les alcaloides (cyclopeptides et isoquinolides), les saponosides (Catoire et al. 1994;

Borgi et Chouchane., 2006) .

Tableau 02.Composition en métabolites secondaires des différentes organes du Zizyphus lotus

Organe vegétal Composition chimique Références

Fruits -flavonoides. tanins saponines, alcaloides

(Borgi et al ..2007 (b))

-flavonoides. tanins, alcaloides. (Borgi et al ..2007 (b))
-saponines de type dammarane :
-jujuboside B (Macuek et al ..2004)
Feuilles -jujubogenin glycoside

-dérivé sulfaté de jujubasaponine IV

-flavonoides. saponines de type damarane. | (Borgi et al ..2007(a))
-tanins.
Ecorce des racines | -alcaloide cyclopeptidiques lotusines A-G | (Borgi et al ..2007(b))

(Le crouéour. 2002)
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1.5. Activités biologiques et thérapeutiques de Zizyphus lotus L

Zizyphus lotus L. est une plante médicinale utilisée dans la médecine traditionnelle de nombreux
pays comme sédatif, tonique et anti_inflammatoire (Ghedira., 1995 ; Claudine, 2007 ; Mounni.,
2008). Les feuilles du Zizyphus lotus possedent des effets analgesiques attribués a leur contenu en
principes actifs ; les flavonoides et les saponines (Borgi et al.,2007).1ls sont utilisées aussi contre les
piqures des vipéres au Sahara (Benchalah., 2004).Le décocte des racines est utilisé par les
personnes diabétique comme hypoglycémiant (Lahlou .,2002 ;Allali.,2008)et les fruits sont

préconisés dans le traitement de gorge et les affection respiratoire (Baba Aissa.,1999 ;Borgi.,2007).

Zizyphus lotus L.est également utilisé pour soigner le tube digestif et le foie(Baba Aissa.,1999).
L’industrie pharmaceutique moderne recherche encore largement sur ladiversité des molécules a
différent activités pharmacologiques de Zizyphus lotus. Parmi ces effets on souligne les plus

importants :

1.5.1. Activités anti-inflammatoires et analgésiques

L’activité anti-inflammatoire est di aux des saponosides et des oligomeres flavonoiques totaux
(OTF) des racines .les résultats des travaux de 1’équipe de (Borgi et Chouchane .,2007) ont montré
que les saponosides et les OTF des écorces de racine de Zizyphus lotus L. montrent une inhibition

maximale de I’cedéme de la patte (induit expérimentalement chez la souris).

De plus méme équipe a prouve que I’autre extrait des racines (aqueux, chloroformique, acétate
d’éthyle et méthalonique) et I’extrait des feuilles possédaient des activités anti-inflammatoire et

analgésique (Borgi et al. 2008).

1.5.2. Activités antiulcérogenes

Borgi et al. 2008 ont montrés que les extraits aqueux des racines ,des feuilles et des fruits de
Zizyphus lotus L. possédent une activité anti_ulcérogénique grace a la présence des tanins et des
flavonoides connus par leur effet gasetroprotecteur.

1.5.3. Activités antimicrobienne

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

mélange des alcaloides posséde une activité antibactérienne.
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1.5.4. Activités antioxydantes

Les concentrations des différentes vitamines (vitamine A , C et E) et les acides gras des racines
Jtiges ,feuilles ,pulpe de fruits et de grains de Zizyphus lotus L. sont évaluées I’effet de leurs extraits

aqueux sur le statut antioxydant(Benammar.,2010).
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Chapitre 11 Les plantes médicinales et les composés Phénoliques

11.1. Définition des plantes médicinales

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

substances naturelles différentes ont été identifiées (Farombi., 2003).

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

s'en nourrissent.

De plus, les plantes synthétisent une gamme extraordinaire d'autres composés appelés
métabolites secondaires dont la fonction est loin de faire I'unanimité. De nombreux métabolites
secondaires sont des « antibiotiques » au sens large, car ils protégent les plantes contre les

champignons, les bactéries, les animaux et méme les autres plantes (Cox et Balick., 1994).
11.2.Les principes actifs

Les plantes médicinales contiennent une infinité de principes actifs dont la nature et les
propriétés sont mieux connues.

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

teneur en principes actifs.

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

voire mortelles (Marouf et Reynaud., 2007).
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11.3. La phytothérapie

La phytothérapie concerne le traitement des maladies par les plantes ou par leur extraits
(Bordeaux., 2009). 11 est recommandé d’utiliser la plante entiére, appelée aussi «totum» plutdt que

des extraits obtenus en laboratoire.
Il existe différents types de phytothérapie :

- L’aromathérapie : c’est une thérapeutique qui utilise les huiles essentielles, substances

aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes.

- La gemmothérapie : se fonde sur I’utilisation d’extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux tels

que les bourgeons et les radicelles.

- L’herboristeric : correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus

ancienne.L’herboriste se sert de la plante fraiche ou séchée, soit entiére, soit une partie de celle-Ci
(écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples, le plus souvent a base
d’eau: décoction, infusion, macération. Ces préparations existent aussi sous forme plus moderne de

gélules de poudre de plante séche que le sujet avale (Besangon., 2012).
11.4.Pouvoir des plantes médicinales

L'action de la phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition des plantes, depuis
XVIlleme siecle, au cours duquel des savants ont commencé a extraire et a isoler les substances
chimiques qu'elles contiennent. On considére les plantes et leurs effets en fonction de leurs
principes actifs. La recherche des principes actifs extraits des plantes est d'une importance capitale

car elle a permis la mise au point de médicaments essentiels.

Aujourd'hui les plantes sont de plus en plus utilisées par l'industrie pharmaceutique, il est
impossible d'imaginer le monde sans la quinine qui est employée contre la malaria ou sans la
diagoxine qui soigne le cceur, ou encore l'éphédrine que l'on retrouve dans de nombreuses

prescriptions contre les rhumes (Iserin., 2001).
I1.5.Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires des plantes constituent un groupe diversifié de composés chimiques
d’origine naturelle (fig. 6) qui n’ont généralement aucune fonction primaire évidente en ce qui a
trait & la croissance des cellules de la plante. lls 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
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physiologiques et métaboliques en cascade a la suite d’un stress environnemental ou d’une attaque

par des ravageurs. Lorsque I’on découvre une nouvelle fonction biologique a un métabolite

secondaire, ce dernier est généralement reclassifié a titre de vitamine (Benbrook ., 2005).

Phytochemicals
Carotenoids Phenolics Alkaloids Nitrogen-containing Organosulfur
compounds compounds
o-Carotene Isothiocyanates
[3-Carotene Indoles
p-Cryptoxanthin Phenolic acids Flavonoids Stibenes Coumarins Tannins Allylic sulfur
Lutein compounds
Zeaxanthin
Astaxanthin
Lycopene
Hydroxy- Hydroxy- Flavonols Flavones Flavanols Flavanones Anthocyanidins Isoflavonoids
benzoic acids cinnamic acids (Catechins)
Gallic p-Coumaric Quercetin Apigenin Catechin Eriodictyol Cyanidin Genistein
Protocatechuic Caffeic Kaempferol Chrysin Epicatechin Hesperitin Pelargonidin Daidzein
Vannilic Ferulic Myricetin Luteolin epigallocatechin Naringenin Delphinidin Glycitein
Syringic Sinapic Galangin Epicatechin Peonidin Formononetin
Fisetin gallate Malvidin
epigallocatechin
gallate

Figure6. Classification des quelques métabolites secondaires (Muanda., 2010).

11.5.1.Les polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules trés largement répandues dans le regne

végétal rencontrées dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Les polyphénols sont des

metabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions directes au niveau des

activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la croissance, ou la production (Fleuriet.,

1982 ; Yusuf., 2006 ; Bloor., 2001).
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Groupe hydroxyle

» OH
Anneau
aromatique .

Groupe phénol

Figure 7. Squelette de base des composées phénoliques (Girotti-Chanu, 2006).
11.5.2.Classifiction des structures phénoliques

Selon Harborne (1998) , La structure chimique des polyphénols est caractérisée par un ou
plusieurs noyaux aromatiques hydroxylés. Les polyphénols sont classés en différents groupes en
fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les composent et des substitutions qui les relient.
On distingue les phénols simples (parmi eux les acides phénoliques), les flavonoides, les lignaneset
les stilbénes (Boros et al, 2010).

Tableau 03. Les principales classes des composes phénoliques (Harborne., 1989; Macheix et

al., 2006; Crozier et al., 2006)

Squelette carbonée Classes
Cs Phénols simples
Ce Acides hydroxybenzoigues
CeC3 Aacides hydroxycmnamiques

Coumarines

CeCa Naphtoguinones
Ce(C2.Cs Stilbénes
Cg-C3-Cg Flavonoides

* Flavonols
* Anthocyanes
* Flavanols

* Flavanones

Isoflavonoides
(Ces-C2al2 Lignanes
(Cs-C3)n Lignines
(C13) Tannins
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11.5.3. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés naturels qui constituent un groupe majeur de polyphénols .1ls
sont caractérisés par leur structure aromatique C6-C3-C6(Fig.8),et qui sont contiennent les flavones
Jles flavonoles,les isoflavones,les flavonones et les chalcones . Ils considérés comme des pigments

quasi universels des végétaux, dont plusieurs sont responsables de la couleur vive des fleurs, des

fruits et des feuilles. (Ghedira., 2006).

Figure08.Structure de base des flavonoides (Pokorny et al.,2001)

11.5.4.Structure chimique et classification des flavonoides

Les flavonoides ont un squelette de base commun constitué de 15 atomes de carbone assemblés
en trois cycles nommés A, C et B. Selon la structure du cycle intermédiaire (cycle C), les

flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules.
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Figure 09. Squelette de base et classification des flavonoides (Fiorucci ., 2006).

I1.5.5. Les tanins

Le terme « tannin » ou « tanin » vient de la source de tanins utilisée pour le tannage des peaux
d’animaux en cuir. Dans ce processus, les molécules de tanins se lient aux protéines par des liaisons

résistantes aux attaques fongiques et bactériennes (Dangles et al., 1992).

Les tanins sont définis comme des composants polyphénoliques dont le poids moléculaire est
compris entre 500 et 3000 Dalton (Selvakumar et al., 2007).

I1. 5.6.Classification des tanins

Ils peuvent étre divisés selon Scalbert, 1991 en deux groupes :

v' Les tanins hydrolysables : appelés tanins pyrogalliques, ce sont des polyesters de glucides et

d’acides-phénol. On distingue les tanins galliques et les tanins ellagiques (Ghestem et al.,
2001) (Fig.10).
v _Les tanins condensés : leur structure est voisine de celle des flavonoides, ils ne possedent

pas de sucre dans la molécule. Ils sont formés de deux ou plusieurs molécules de flavan-3-
ols, dont I’union se fait par des liaisons carbone — carbone (Harborne, 1989; Guingard,
1996) (Fig.11).
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Figurell. Structure des tanins condensés (bruneton, 1999).

I1. 5.7.Les activités biologiques des composés phénoliques

Tableau04.Les principales activités biologiques des composés phénoliques

Polyphénols Activités Références
Acides Phénols (cinnamiques et | Antibactériennes Halliwell, 1994; Cotelle,
benzoiques) Antifongiques 2001).

Antioxydantes

(Muanda, 2010)

Flavonoides

Antitumorales
Anticarcinogenes
Anti-inflammatoires
Hypotenseurs et diurétiques
Antioxydantes

(Milane, 2004)

(Cotelle, 2001)

(Marfak, 2003 ; Balasundram,
2006)

Tannins galliques et catéchiques

Antioxydantes
Antibactériennes

(Bruneton ,1999)
(Perret, 2001)
(Peronny, 2005)
(Chung et Wei, 2001).
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Chapitre 111 Activité biologiques

I11.1. L’Activité antioxydante

De nos jours, Il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres. Ce n’est
pas seulement di a leur r6le dans des phénomenes aigus tels que le traumatisme ou 1’ischémie, mais
aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques associées au vieillissement tels
que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires et la dégénérescence du systéme

immunitaire (Guinebert et al., 2005).

I11.1.1.les antioxydants

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche 1’oxydation d’autres substances
chimique .Les antioxydants s utilisent pour réduire I’oxydation du produit auquel ils sont mélangés.
L’effet des antioxydants provient de deux mécanismes.1) lls neutralisent les radicaux libres et
empéchent les réactions en chaine initialisées par ces derniers.2) Les antioxydants détruisent les
hydroperoxydes (composés intermédiaires formant des radicaux libres en interrompant la liaison

O_0), diminuant ainsi la vitesse de formation des radicaux libres.(Ribeiro et Bernardo.,2001)

I11.1.1.1. Les antioxydants primaires (enzymatiques)

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydants qui sont des systemes de défense tres efficaces.
Cette ligne de défense est constituée de super oxyde dismutase (SOD), de catalase et de peroxydase
(glutathion et ascorbate) (Favier., 2006). Ces enzymes antioxydants permettent 1’élimination des
radicaux libres primaires, selon les réactions suivantes (Lehucher-Michel et al., 2001).

superoxyde dismutase

20,”+2 W - H,0,+0,

catalase

2 H,0, - 2 H,0 + 0,

glutathione peroxydase

H,0, + 2 GSH = 2 H,0 + GSSG

De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des lipides
membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de la peroxydation
lipidique (Dacosta, 2003).
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111.1.1.2 Les antioxydants secondaires (non enzymatiques)

Ce sont des molécules exogénes. Contrairement aux enzymes antioxydants, une molécule
d’antioxydant pi¢ge un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule
d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systemes (Fig. ) (Dacosta, 2003)

Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont était proposés. Elles
incluent : la vitamine E, I’acide ascorbique, le B-carotene, les flavonoides, les composés
phénoliques,...etc. (Kohen et Nyska., 2002)

E. libres primaires K . libres organiques
RO,

Antioxyvdants primaires Antioxydants organigues
.-'"-._- ----""'h.\\_\ .--"._- ---"'-H
I_r"f S0D .Y II,."'!J Vitamane ENC ‘-\l".
|I catalase ] | Glutathion II
peroxyvidase 5\ salyphénols J
\“'-..____ _____-'/III u, ped o

ot
- e, -

Figure 12_: les systemes de défense contre les radicaux libres (Kohen et Nyska., 2002).

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

ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).
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Figure 13. Régulation de la production d'especes réactives de I'oxygene par les systemes de

défenses antioxydants (Milbury et Richer., 2008)

I11.1. 2. Le radical libre (RL)

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
(célibataire), ce qui le rend extrémement réactif. (Exemple : I’anion superoxyde O2 «-, d’ou le
symbole ¢ indique la présence d’un électron célibataire), Cette propriété rend ces éléments tres
réactifs du fait de la tendance de cet électron a se ré-apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules.
Les molécules ainsi transformées deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une
réaction en chaine. C’est typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique (Halliwell.,
1994).

111.1.3.Stress oxydatif

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre de la balance entre le systeme de défense
des antioxydants et la production des especes réactives de 1’oxygéne (ERO)(Sayreet
al.,2008 ;Bloomer et al.,2008 ;Power et al.,2010).Ce déséquilibre peut se produire quand le systeme
de déefense des antioxydants est surmeneé par I’augmentation des oxydants ou lorsque les defenses
sont affaiblies suite & une carence d’apport et/ou de production d’antioxydants (Kirschvink et
al.,2008) .Cela entraine des lésions biochimiques au niveau des cellules de 1’organismes du fait de

leur conséquence sur le plant moléculaire ,telles que les altérations au niveau des proteines,
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I’apparition de cassures au niveau de I’ADN, ou des atteints de I’intégrité de la membrane cellulaire
par I’induction de la peroxydation lipidique .(Stadtman et al.,1998 ;Halliwell.,1999;De_Zwart
,1999)

I11.1.4. Balance Oxydants /Antioxydants et stress oxydant

Les ROS ont des roles physiologiques trés importants en agissant, a faibles concentrations, sur
la régulation des réponses biologiques, la transduction du signal et autres voies de signalisation
(Favier., 2003).

Dans I’ensemble de nos tissus sains, les défenses antioxydantes sont capables de faire face et
détruire les radicaux produits en exces. On dit que la balance Oxydants /Antioxydants est en
équilibre. Mais dans certaines situations, en raison d’une surproduction radicalaire (tabac, alcool,
pollution, ...) ou d’une diminution des capacités antioxydantes (insuffisance d’apports des
micronutriments antioxydants, inactivation enzymatiques) un déséquilibre entre la production des
radicaux libres et le systéme de défense est a I’origine d’un état redox altéré de la cellule appelé
stress oxydatif (Sohal et al., 2002).

Pour enrayer le stress oxydant, il faut donc aider la cellule et 1’organisme par 1’apport

d’antioxydants secondaires (vitamine C, E, caroténoides, polyphénols) (Kohen et Nyska., 2002).

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

* Baisse des défenses
antroxydantes

* Expostion a la lumiére
* Phagocytose
*» Respiration cellulaire trés active

Figurel4. Désequilibre de la balance entre pro-oxydant et antioxydant (Shimizu, 2004).

I11.2.Activité antimicrobienne
Dés la naissance, I'hnomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces micro-organismes

de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut schématiquement en distinguer 3 groupes : les
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barrieres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou innés) et I'immunité acquise
(Kaufmann ., 1997).

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut entrainer la
sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers la découverte
de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux médicaments a base des
plantes (Billing et Sherman., 1998).

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité vis- a -
vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a I'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les
adhesines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan ., 1999).

111.2.1Les antibiotiques

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des micro-organismes, mais on
inclut généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et les produits entierement
synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’'usage des
antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies metaboliques des bactéries, sans exercer
habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. Cette propriété les distingue des

antiseptiques (Bergogne-Berezin et Dellamonica., 1995).

111.2.2. Les composés phéenoliques :

Plusieurs études in vitro et in vivo ont éte focalisées sur 1’évaluation des propriétés
antimicrobienne des polyphénols. A I’heure actuelle, cet effet est certain et démontré par de
nombreuses recherches expérimentales. Les études du pouvoir inhibiteur des flavonoides sur la
croissance bactérienne ont démontré que de nombreux composés flavoniques (apigenine,
kaempferol et d’autres) sont doués d’un effet important sur différentes souches bactériennes a Gram

négatif (Escherichia coli) et Gram positif (Staphylococcus aureus) (Ulanowska et al. 2007).
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1.1. Matériel :

1.1.1. Matériel végétale :
Il est constitué des feuilles du Zizyphus lotus, récoltés des régions de Mila(Tadjnanet) en
Octobre2016. Les feuilles ont été séchées a I’ombre a I’abri de la lumiére, a température

ambiante.

Figurel5 . Les feuilles seches des Zizyphus lotus.

Apres séchage, les feuilles ont été broyees pour obtenir une poudre fine, qui a servi pour la

préparation de I’extrait aqueux et méthanolique.

1.2.Méthodes
1.2.1. Préparation des extraits MET et AQ a partir des feuilles duZizyphuslotus

Selon la méthode de Bougandoura et Bendimerad (2012) modifiée, deux types d’extraits
ont été préparés a partir des feuilles pulvérisés.
»  Extrait aqueux
Une macération aqueuse a été effectuée sur 50 g de poudre des feuilles du Zizyphus lotus avec
500 ml d’eau distillée et placés macérée pendant 24 h.
Apreés filtration, I’extrait a été lyophilisé. (Bougandoura et Bendimerad., 2012).
»  Le Lyophilisateur
La lyophilisation permet par un processus de sublimation d’extraire 1’eau d’un produit

préalablement congelé. Le procédé a lieu sous vide avec une température du produit
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inférieure a -10°C (Delphine, 2008).

Figurel6. Le Lyophilisateur (Université Mentourie Constantine1(2015))

Poudre des feuilles
seches (50 g).

*Extraction a froid par
d’eau distillée (24h).

Résidu
végétal sec

(Lyophilisation pendant 24 h)

Extrait aqueux
lyophilisé

Figurel?. Différentes étapes de préparation de I’extrait Aqueux.
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> Extrait méthanolique
Une prise d'essais de 37,5 g de poudre des écorces des racines a été mise a macérer dans 500

ml de méthanol absolu.

N or.ror

(Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Poudre des feuilles
séches (37,5 g).

*Extraction a froid par
Meéthanol (24h).

*Filtration
G Filtrat
végétal sec
(Rotavapor) Concentration a T=45°C
Extrait

méthanolique

Figurel8 . Différentes étapes de préparation de 1’extrait Méthanolique.

1.2.2. Analyse des extraits MET et AQ des feuilles du Zizyphus lotus
1.2.2.1. Analyse qualitative des extraits MET et AQ

1.2.2.1.1. Tests preliminaires

1.2.2.1.1.1. Test des composés phenoliques

L'extrait (0,1 g) a été dissout dans 3 ml d'éthanol et 5 gouttes de FeCI3 y ont été ajoutées.
Le développement de la coloration verdatre a indiqué la présence des phénols(Rosine et Momo

.,2009).

1.2.2.1.1.2. Caractérisation des Flavonoides
A 3ml de I’extrait (2mg/ml), on ajoute Sml d’HCI (acide chlorhydrique), puis quelques
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morceaux du magnésium. En présence de flavonoides, une couleur orange est
apparue(Ciulel.,1982).

1.2.2.1.1.3. Caractérisation des Tanins
L’ajout de trichlorure du fer (FeCls)1%, permet de détecter la présence ou non des tanins.
La couleur vire au bleu noir en présence des tanins galliques, et au bleu verdatre en présence

des tanins catéchiques (tanins condensés) (Dohou et al., 2003).

1.2.2.1.1.4.Différentiation des tanins
Pour identifier le type des tanins (tanins condensés, tanins hydrolysables), on procede la

méthode suivante :

» Précipitation par le réactif de Stiasny

A 15 ml de I’extrait, on ajoute 8ml de réactif de Stiasny (formaldéhyde a 30% ; 2 volumes
+ HCI concentré ; 1 volume), on chauffe le mélange au bain-marie a ébullition pendant
30min.

On note la présence de précipités, donc la présence des tanins condenses. On filtre, puis au
filtrat on ajoute ’acétate de sodium jusqu’a saturation. Ensuite on met quelques gouttes de
FeCl; a 2%. On obtient une coloration bleu-noire, donc la présence des tanins hydrolysables
(Mamadou, 2002).

1.2.2.1.2. Chromatographie sur couche mince

Pour une caractérisation de I’extrait (MET et AQ) du Zizyphus lotus, on utilise la
chromatographie sur couche mince, cette technique de séparation basée sur I’utilisation d’'unephase
mobile (solvant) le long d’une phase stationnaire (gel de silice), dont la séparationdépend des
phénomenes d’adsorption et de partage.

L’analyse des extraits du Zizyphus lotus a été réalisee sur des plaques de gel de silice avec
indicateur de fluorescent (20x20cm, 60 F254), selon la méthode de Diallo et al., 2004 avec
quelques modifications. Chaque extrait est dissous dans son solvant d’origine.

L’analyse de ’extrait polaires MET et AQ est effectuée par un systéme de séparation
BAW (butanol/acide acétique/eau) avec des proportions (60/15/35).

5 ul d’extrait (10mg/ml) et des standards quercétine, catéchine, naringénine, acide gallique
et | epicatéchine (2mg/ml) sont déposés et la plaque est ensuite introduite dans la chambre

demigration préalablement saturée par la vapeur de la phase mobile. Aprés migration, les
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plagues sont séchées, puis visualisées par les systemes de révélation :

v Révélation physique sous UV a 254nm.

v Révélation chimique par une solution de ’acide sulfurique50ml/eau 50ml.

v Révélation par une solution de DPPH.

Les rapports frontaux (RF) des spots issus de la séparation sont calculés (le rapport frontal
est le rapport entre la distance parcourue par la tache et celle du solvant).

Rapport frontal :
r Y Ri =

h
=

= h: hauteur de la ligne de base &
H la tache en cm

®* H : hauteur de la ligne de base
au front du solvant en cm

>
=

Figurel9 .Méthode de calcul le rapport frontal

1.2.2.2. Analyse quantitative des extraits MET et AQ
1.2.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

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

la méthode de Folinciocalteu (Wong et al., 2006).

» Principe :

Le réactif de Folinciocalteuest constitué par unmélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique(H3PMo012040), il réduit lors de I’oxydation des
phénols en un mélange d’oxydes bleus detungsténe et de molybdéne (Boizot et Charpentier., 2006).

Briévement, 200ul de I’extrait (4mg/ml) est ajouté al ml du réactif de FolinCiocalteu
(dilué 10 fois par I’eau distillée).

Apres 4 min, 800ul de Na,Cos (75g/1) sont ajoutés, apres agitation, I’ensemble est incubés
a ’ombre pendant 2 heures. L’absorbance est lue 8 765mm par un spectrophotometre.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de

la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0-200 pg /ml). Les résultats sont
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exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par un milligramme de I’extrait (ug

Eq AG/mg d’extrait).

1.2.2.2.2. Dosage des Flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al, 1996) est utilisée pour quantifier
les flavonoides dans les deux extraits (MET et AQ).

» Principe :

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium.
Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci
traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygéne de la
molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau-Gayon et al., 1972).

Iml I’échantillon et du standard (préparédans le méthanol pour l'extrait MET et dans le I'eau
distille pour l'extrait AQ) est ajouté a 1mlde la solution d’AlCl3 (2% dans le méthanol).
Aprés 10 min, les concentrations des flavonoides sont déduites a partir de la gamme
d’étalonnage établie avec la quercétine (0-35 pug/ml) et sont exprimées en microgramme

d’équivalent de quercétine par miligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

1.2.2.2.3. Dosage des tanins condenses

Le dosage des tanins condensés dans 1’extrait du Zizyphus lotus est effectué selon la

méthode de Broadhurst et Jones (1978), modifiée par Heimler et al (2006).

> principe

Ce test est base sur la condensation des composés polyphénoliques avec la vanilline en milieu
acide (Swain et Hillis, 1959 ; Oueslati et al., 2012). qui permet la fixation du groupement
aldéhydique de vanilline sur le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former un complexe

chromophore rouge qui absorbe a 500nm (Schofield et al., 2001).
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Vanilline Couleur rouge

Figure20. La réaction entre la vanilline est les tanins condensés (Schofield et al., 2001)

Pour 400l de I’échantillon ou standard, on ajoute 3ml d’une solution de vanilline (4% dans
le méthanol), et 1,5 ml d’acide hydrochlorique concentré. Le mélange est incubé durant 15
min et I’absorbance est lue a 500nm.

Les concentrations des tanins condensés sont déduites a partir des gammes d’étalonnage
établies avec la catéchine (0-300ug/ml), et sont exprimées en microgramme d’équivalent

catéchine par milligramme d’extrait (ug ECT/mg).

1.2.2.3. Activités biologiques
1.2.2.3.1.Activité antimicrobienne

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion de disque

ou les disques sont imbibés de 10 pl de chaque extrait (Sokmen et al., 2004).

1.2.2.3.1.1.Préparation du milieu de culture
Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton préparé comme suit :
Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton dans un litre d’eau distillée. Faire bouillir avec agitation

jusqu'a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15 minutes a 121°C et finalement couler le

milieu dans les boites de Pétri.
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1.2.2.3.1.2.Sterilisation du matériel
L’eau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions
bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de diametre) enrobés dans du papier
aluminium ont été stérilisés a ’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
e Préparation des dilutions d’extraits de Zizyphus lotus
Les extraits de Zizyphus lotus (préparé dans I'eau distille pour l'extrait MET et I'extrait AQ) pour
préparer les différentes concentrations avec des dilutions successives au demi, sachant que la

concentration de la solution mére de chaque extrait est de 10 mg/ml.

1.2.2.3.1.3.Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencees dans la gélose nutritive et incubées a 37°C pendant
24 h, pour optimiser leur croissance. On racle a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien
isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester. Décharger I’anse dans 10 ml
d’eau distillée stérile, La suspension bactérienne est bien homogénéisée, son opacité doit étre
équivalente a 0.5 Mc Farlandou a une DO de 0.8 2 0.1 a 600 nm. L’inoculum peut étre ajusté en

ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de I’eau physiologique stérile s’il est trop fort.

1.2.2.3.1.4.Ensemencement et dépot des disques
L’ensemencement est réalisé par énondation sur boites Pétri. Les disques imprégnés d’extraits
sont déposes délicatement sur la surface de la gélose inoculée a ’aide d’une pince stérile.

Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C.

1.2.2.3.1.5.Lecture des antibiogrammes

La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diamétres des halos d’inhibitions au

tour des disques.

1.2.2.3.1.6.Micro-organismes utilisés dans les tests antibacterienne

» Escherichia coli :(ATCC 8739)
C’est une bactérie a Gram négatif, commensal du tube digestif de I’homme et de ’animal, (Kaper et
al., 2004), de forme non sporulée, de type aérobie facultative, généralement mobile grace aux
flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 pum, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um, E. coli représente
la bactérie la plus impliquée dans les infections aigues d’appareil urinaire, elle provoque également

les diarrhées d’été ,diarrhée infantile et les intoxications alimentaires (Percival., 2004).
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» Staphylococcus aureus :(NCTC 8017)

Ce sont des cocci Gram positif avec un diamétre de 0,5 a 1,5 pm, de forme non sporulée, qui
tendent & se grouper en paires, petites chaines, elles sont habituellement non capsulée, ou possédant
des capsules limitées, elles sont anaérobies facultatives. Staphylococcus aureus représente 1’agent
commun des infections postopératoires de blessures, endocardite aigue, intoxication alimentaire
(Dworkin et Falkow., 2006).

» Pseudomonas aeruginosa :(ATCC 9027)

Ce sont des bacilles Gram négatif, de forme non sporulée, elles sont aérobies, mobiles grace a la
présence de 1 a 2 flagelles, ce type de bactérie synthétise de types principaux de pigments
pyocyanine : bleue phénazine, pyoverdine: jaune vert, il s’agit de bactéries résistantes pour
plusieurs antibiotiques (Percival., 2004). Pseudomonas aeruginosa est responsable de 16% des cas
de pneumonie nosocomiale, 12% des infections urinaires, 8 % des infections suites aux blessures

chirurgicales (Van Delden et Iglewski., 1998).

1.2.2.3.2. Activitéantioxydante
1.2.2.3.2.2. Test du pouvoir anti oxydant par Réduction du Fer (FRAP :

ferricreducingantioxidant power)

» Principe :
Le pouvoir réducteur du fer (Fe3+) dans les extraits est déterminé selon la méthode
décrite par Oyaiz (1986) (Bougandoura., 2013). L'évaluation est basée sur la réaction de réduction
du (Fe+3) présent dans le complexe ferrocyanure de potassium en (Fe+2), la réaction est révélée par
le virement de couleur jaune du fer ferrique (Fe+3) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe+2),
I'intensité de cette coloration est mesuré par spectrophotometre a 700 nm. Le protocole

expérimental utilisé est celui de Yildirim et al., 2001.

» Dosage :

Un millilitre de I’extrait a différentes concentrations (de 0,007a 2,5mg/ml) est mélangé

avec 2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution de
ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 a 1%. L’ensemble est incubé au bain-marie & 50°C
pendant 20 min ensuite, 2.5ml d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la
réaction. Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10min. Un aliquote (2,5ml) de

surnageant est combinée avec 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml d’une solution aqueuse de FeCl3
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(Chlorure ferrique) a 0,1%. La lecture de ’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm
contre un blanc semblablement préparé, en remplacant ’extrait par de 1’eau distillée ou le
méthanol.

Une augmentation de 1’absorbance correspond a uneaugmentation du pouvoir réducteur des extraits

testés (Singleton et Rossi., 1965).
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Chapitre 11 Résultat et discussions

I1.1. Préparation des extraits MET et AQ a partir des Feuilles du Zizyphus lotus
La préparation de 1’extrait aqueux a partir des feuilles du Zizyphus lotus a été

effectuée selon la méthode Boughandoura et Bendimerad (2012) modifiée.La méthode estbasé la
couleur et I’aspect de 1’extrait obtenu sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 05. Aspect et couleur de I’extrait AQ et MET des feuilles du Zizyphus sur

I’utilisation de solvant polaire (eau, méthanol).

Extrait Aspect Couleur
AQ Poudre Marron clair
MET Pate Vert foncé

11.2. Analyse des extraits MET et AQ des feuilles du Zizyphus lotus
11.2.1. Analyse qualitative des extraits MET et AQdes feuilles du Zizyphus
lotus

11.2.1.1. Tests préliminaires

Le tableau ci-dessous repréesente les déférents tests de caractérisation de quelques
métabolitessecondaires dans 1’extrait AQ et ’extrait MET: polyphénols, flavonoides et tanins

Tableau 06. Résultats des tests préliminaires de quelque métabolite secondaire des extraits

MET et AQdes feuillesdu Zizyphus lotus.

Métabolite testé Remarques Résultats

AQ MET
Composés phénoliques Couleur Bleu verdatre +++ +++
Flavonoide Couleur Orange +- +++
Tanins Couleur Bleu verdatre ++ +++
Tanins condensés Formation de précipité ++ ++
Tanins hydrolysables Couleur Bleu noir -- --

+ Présence, +++ présence plus importantes,+-présence faible, --absence.
Les essais phytochimiques effectués sur I’extrait (MET et AQ) des feuilles deZizyphus lotus ont

réveélé la presence des flavonoides, dont la couleur oronge designe la présence plus importantedes
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flavonoides de type flavones dans I’extrait MET et en faible présence dans I’extrait AQ.
L’apparition de la couleur bleu verdatre (test de FeCl3) refléte la présence des tanins
catéchiques dans les deux extraits.

Pour la séparation entre les deux types destanins (tanins condensés et tanins hydrolysables), le
testStiasny a été réalisé dont les résultatsconfirment la présence des tanins condensés et montrent

I’absence des tanins hydrolysables dans les deux extraits.

Tous ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Borgi et al. (2007) ou I’analyse
phytochimique faite sur 1’extrait méthanolique et aqueux des feuilles a donné desrésultats positifs
pour les flavonoides et les tanins. Ils ont montré aussi que :1’extrait MET des feuilles riche en
composés phénoliques plus que I’extrait AQ.

11.2.1.2. Chromatographie sur couche mince

L’analysechromatographique sur couche mince(CCM)a été réalisée pour caractériser les différents
composés phenoliques des deux extraits du Zizyphus lotus (AQ et MET). On utilise le systéme de
migration utilisé (BAW) butanol-acide acétique- eau(60/15/35). Les standards utilisés sontdes

composés phénoliques. L’acide gallique (G), la quercétine (Q), catéchine (C) ,epicatéchine(E)et

Naringine(N).

Révélation par acide sulfurique/eauRévélation UV 254 nm

Figure2l. Chromatographie sur couche mince des extraits MET et AQ des Feuilles
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du Zizyphus lotus(de gauche a droite : G ;Q ;C ;N ;E ;AQ; MET).

Figure 22. Chromatographie sur couche mince des extraits des feuilles duzZizyphus lotus

(Révélation par une solution de DPPH)

TableauO7. Rapports frontaux et couleurs aprés révélation.

Standard RF Couleur apres révélation
Acide sulfurique /eau | Lamp UV254nm
Acide gallique 0,892 Marron clair Sombre
Quercétine 0,952 Jaune Sombre
Cathéchine 0,928 Orange foncé Sombre
Naringine 0,595 Jaune Orangé Sombre
Epicathéchine 0,904 Orange foncé Sombre
AQ 0,535 Mauve Sombre
MET 0,392 Marronfoncé Sombre
0,535 Mauve Sombre
0,595 Jaune Sombre
0,714 Jauneclair Sombre
0,869 Marron clair Sombre
0,952 Verdatre Sombre

Apreés révélationchimique (I’acide sulfurique /eau) et par la lampe UV 254nm six taches sont

détectées pourl’extrait Methanoliqueet une seul tache pour I’extrait Aqueux.

» Pour I’extrait MET I’une des taches est corresponde a la quercétine avec un RF=0,952. Et

une autre tachecorresponde a laNaringineavec unRf=0,595.
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» Pour ’extrait AQ, une seul tacheavec un RF=0,535.Elle est identique avec une autre tache
dans I’extrait MET (méme couleur et méme RF). Les deux ne correspondent a aucun
standard.

Ces résultats indiquent que : les deux extraits contient des polyphénols et ont confirmé que 1’extraits
MET riche en substances actifs plus que I’extrait AQ.La révélation de la plaque par la solution
¢thanolique de DPPH est une CCM decriblage qui permet 1’obtention d’une vue préliminaire sur
I’activité antioxydante de I’extrait AQetMET. Les substances actives sont visualisées comme des
tachesjaunes (Figure 22).

Globalement, I’intensité des taches jaunes est plus dense dans 1’extrait MET que 1’extrait AQ donc
il est riche en molécules actifs plus que I’extrait AQ et la faible densité des taches dans ce dernier

ne doitpas exclure la présence de substances actives dans cet extrait.

11.2.2. Analyse quantitative des extraits MET et AQdes feuilles du Zizyphus lotus

Les analyses quantitatives des phénols totaux, des flavonoides et des tanins sont déterminées a
partir des équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage.Afin de caractériser
’extrait méthanolique et aqueux préparés a partir des feuilles du Zizyphus lotus.

Le choix du dosage de ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés
antioxydantes des plantes leur sont attribués, La méthode du dosage des polyphénols totaux

est celle de Folin —Ciocalteu (Wong et al. 2006). L’acide gallique a été utilisé comme

standard. Pour les flavonoides le dosage a été réalisé selon la méthode de trichlorure
d’aluminium (Bahorun et al ., 1996) ,en utilisant comme standard la quercétine, enfin celui

des tanins condensés a été effectué selon la méthode de vanilline (Broadhurst et Jones, 1978),
modifiée par Heimler et al. (2006), en utilisant la catechine comme standard. Les résultats

sont représentés dans le tableau08 . Les gammes d’étalonnage dans les figures23 ;24 ;25 ;26.

Tableau 08. Teneur des composés phénoliques
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Extrait Polyphénols® Flavonoides®™ Tanins®
AQ 33,06+4,75 6,68+0,29 0,042+0,005
MET 96,13+12,7 8,46+2,96 0,048+0,011

(a) pg d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait.

(b) ug d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait.

(c) ng d’équivalent de catéchine par milligramme d’extrait.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD.
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Figure23. Teneur des composés phénoliques, flavonoides, tanins en pgEq standard/ mg

des extrait AQ et MET.
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Figure 24. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (moyenne £ SD de deux essais)
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Figure25 . Courbe d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de deux essais)
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Figure26 .Courbe d’étalonnage de la catéchine (moyenne = SD de deux essais).

Les résultats indiquent que les extraits renferment les teneurs les plus élevées en phénols totaux
et les flavonoides et des teneurs faibles des tanins.

Par comparaison avec 1’étude faite par (Amany et al., 2013) sur le dosage des polyphénols

des feuilles de Zizyphis spina christi (0.0722+0.012pg/mg) ,les extraits AQ et MET des feuilles
de Zizyphus lotus apparait plus riche en polyphénols(33,06 +4,75EAG/mg ;96,13+12,7EAG/mQ).
et aussi avec les resultats obtenue par Sazzad et al (2015) (97.188+ 12.816 mg EAG).La teneur des
flavonoideset tanins del’extrait méthanolique de zizyphus lotus est de (8,46+2,96mg EQ ;
0,048+0,011mg EC)qui sont des valeurs inferieur a celle obtenu parSazzadet al .,(2013)

et(28.48 £ 1.290)(15.009+0.385ug EQ/mg )

Par comparaison entre les deux extraits AQ et MET des feuilles de zizyphus lotus, il est évident
que I’extrait MET est le plus riche en polyphénols, flavonoides, et tanins, ceci est en accord

avec I’étude récent faite par Bettaieb (2016) qui a trouvé que le méthanol présente le meilleur
extractant.

les feuilles de Zizyphus lotus contiennent une quantité importante des composésphénoliques, ouil y
a une différence entre les teneurs selon le solvant d’extraction.

La comparaison entre la teneur en polyphénols de I’extrait MET et AQ : il y a une différence

significative (p<0,05).donc I’extrait MET riche en polyphénols que I’extrait AQ .
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Pour les flavonoides et les tanins: il n’a aucune différence entre I’extrait MET et AQ .

Ces résultats montrent que les deux extraits AQ et MET ont presque le méme teneur en flavonoides,
tanins mais pas le méme en polyphénols ; ce qui indique que I’extrait MET contient des autres types

des polyphénols différentes que 1’extrait AQ.

11.3.Activités biologiques

11.3.1. Activité antioxydante par la méthode de Réduction de fer (FRAP)

Nous avons étudié 1’activité antioxydantedes extraits AQ et MET et des feuilles de Zizyphus lotus,
par la méthode de réduction de fer(FRAP), Cette derniére est un essai simple, rapide et productible.
Il estuniversel peut étre appliqué aussi bien chez les plantesdans les extraitsorganiques et

aqueux.afin de tester et de déterminer la concentration d’extrait le plusactif.

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe3+/complexe
ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe2+ peut étre évalué en mesurantet en surveillant

I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a700nm.

Par des dilutions en cascade des différents extraits a tester (0,5a10mg/ml) , ainsi que des substances
de référence, 1’acide ascorbique et I’acide gallique (0.1- 0,005 mg/ml). Pour chaque concentration,

nous mesurons les densités optiques a 700 nm.

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

pouvoir réducteur des extraits testés (Ozturk et al., 2007 ; Su et al., 2008, Liu et al., 2009) .
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Figure27. Réduction du fer des extraits des feuilles du Zizyphus lotus.
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Figure28. Réduction du fer des standards (Acide gallique et acide ascorbique).
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D’aprés les résultats, on remarque que : la capacité de la réduction est proportionnelle a la

concentration des échantillons. C’est a dire le pouvoir réducteur et les concentrations dépendantes.

Par comparaison, 1’acide ascorbique présente une activité antioxydantenettementsupérieure a celle

de I’acide gallique.

Les deux extraits AQ et MET ont une activité antioxydante, mais I’extrait MET avec une grande

capacité. Pour ce dernier la réduction est presque totale a partir d’une concentration de 9mg/ml.

Donc ces résultats montrent la présence des composés biologiquement actifs dans I’extrait MET

qui donnent la grande capacité de réduction.

Le profil de figure montre que:ll y a une corrélation hautement significative (p< 0.01)entre les

différentes concentrations d’acide ascorbique et I’activité antioxydante (R?=0,89).

Pour I’acide gallique : il y a une corrélation hautementsignificative(p<0,01) entre leur concentration

et I"activitéantioxydante (R*=0,77).

I1 y a une corrélation trés hautement significative (p<0,001) entre les concentrations d’extrait MET

et I’activitéantioxydante(R?=0,99).

Pour I’extrait AQ : il y a une corrélation trés hautement significative (p<0,001) entre leur

concentration et I’activité antioxydante.

Pour les concentrations (0,5mg /ml et 10mg/ml) :I’extrait MET est plus actif que 1’extrait AQ avec

une différence tres hautement significative (p<0,001).

Par conséquence, I’extrait MET des feuilles duZizyphus lotus révéle une meilleur activité
antioxydante totale par rapport a I’extrait AQ .Ce qui d’accord avec 1’étude de Sun et al., 2007qui
ont montré que le méthanol reste le mieux solvant choisie pour extraire les antioxydants d’une

plante.

D’autre part, ces résultats de pouvoir réducteur confirment qu’ il y a une relation entre le teneur en
polyphénols, les flavonoides et les tanins dont I’extrait MET le plus riche en ces molécules et le

plus actif .Ce qui confirme les résultats du test DPPH.

En générale, le potentiel réducteur des extraits végétaux est dd a la présence demolécules capables
de donner des électrons qui peuvent réagir avec les radicaux libres et lesconvertir en produits
stables, parmi lesquelles les polyphénols ,ce quiexplique le potentiel réducteur de I’extrait METdes

feuilles du Zizyphus lotus riche en polyphénols.
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11.3.2. Activité antibactérienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits préparés des feuilles du Zizyphus

lotuspar la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosés solides, Mueller-Hinton.

L’activité antimicrobienne des extraits a ét¢ estimée en termes de diamétre de la zone d'inhibition
autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis les bactéries Gram( +) :Staphylococcus

aureus, et Gram( -) :Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa.(Figures29 ;30 ;31), Tableau9.

Figure30. Zones d’inhibitions obtenues de deux extraits surPseudomonas
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Figure3l. Zones d’inhibitions obtenues de deux extraits surStaphylococcus

Tableau9. Activité antibactérienne de I’extraitAQ et MET(diamétres des zones d’inhibition de

Les Dilutions de L’extrait AQmg/ml Dilutions de L’extrait METmg/ml
souches 10 5 2,5 1,25 10,625 | 10 5 2,5 1,25 | 0,625
testées

Escherichi | 9,5+3, | 12,5+ | 44+2,1 | 8,50 | 10+2, | 1049, | 10£7,0 | 1249, | 1148, | 10+7,0
acoli 53 0,7 2 N 82 89 7 89 48 7
Pseudomo | 10,5+ | 10,5+ | 11+0 |9,5+0 | 13+1, | 11+1, | 12,5%2, | 1341, | 1240 | 100
nas 0 0,7 T 41 41 12 41

aeruginosa

Staphyloco | 1349, | 1147, | 11+7, | 107, | 10£7, | 11+7, | 1248,4 | 1248, | 151 | 1712,
ccus 19 7 77 07 07 77 8 48 0,6 02
aureus

Les valeurs sont une moyenne de 2 essais£SD (les zones sont mesurées en mm)

Les deux extraits AQ et MET des feuilles du Zizyphus lotussont révélé actifs avec un degré
différent,liéau contenu des extraits aux substances a activité antimicrobienne.

D’apres les résultats obtenus, il apparait que toutes les souches bactériennes testées sont

inhibées par notre extraits a différentes concentrations. ce qui confirme le spectre large de
I’activité antimicrobienne de ces extrait.

L extraits MET fait une grande zone d’inhibition (17mm) avec Staphylococcus aureus (Gram+),ce
qui confirme que ’extrait MET est plus actif avec les (Gram+) qui constituée par une seule couche
alors que la paroi cellulaire des gram négatives a unestructure multicouche liee par une membrane
cellulaire externe donc I’inhibition de ce genre des bactériesest difficile.

Pour Pseudomonas aeruginosa (Gram-), Escherichia coli(Gram-),les zones d’inhibition

Obtenues des deux extraits sont presque similaires avec toutes les dilutions, donc il n’y a pas une
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activitéconcentration dépendante.

Il 'y a aucune corrélation significative entre la zone d’inhibition et la concentration des extraits.

Ces résultats montrent que 1’extrait MET a une grande activité anti bactérienne que 1’extrait AQ ce

qui confirme sa richesse en composes actifs.

Il est apparait que le Staphylococcus aureus (gram positive) est la bactérie laplus susceptible par
comparaison avec les autres souches (gram négative) ; ceci peutétre attribué a la différence de la
structure entre les bactéries gram positives et lesbactéries gram négatives. La paroi cellulaire des
bactéries gram positives estconstituée par une seule couche alors que la paroi cellulaire des gram
négatives a unestructure multicouche liée par une membrane cellulaire externe (Ali-Shtayeh et al

.,1998) (Figure 32)
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Figure32 .Structure de la paroi bactérienne (Ali-Shtayeh et al ., 1998)
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Conclusion général

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

thérapeutiques.

L’analyse qualitatif effectuée par les tests préliminaire qui permet de révéler la présence des
composés phénoliques ,des flavonoides et des tanins dans ces extraits ,et la chromatographie sur
couche mince sur gel de silice (CCM) a démontrés apres révelation physique et chimique la
présence d’une multitude de variétés des composés phénoliques :la Quercitine et la Naringine dans

I’extrait méthanolique et aucune molécule dés notre standard dans lextrait aqueux.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la méthode de Folin-
Ciocalteu révele la présence des quantités importantes en polyphénols dans les deux extraits AQ et
MET. De méme nous avons dosé¢ les flavonoides par la méthode d’AICI3 qui nous mene a conclure
que cette plante contient une quantité considérable de flavonoides. 1l ressort de ces analyses que les
extraits AQ et MET des feuilles du Zizyphus lotus est riche en flavonoides de types flavones et

flavonols.et les tanins en faibles quantités dans les deux.

Le potentiel anti radicalaire des extraits a été déterminé par la méthode de Réduction de fer
(FRAP).les résultats montrent que ces extraits possedent une activitéantioxydante et 1’extrait MET
plus actif que AQ grace a son richesse en composé phénoliques.Donc cette plante contient des
molécules qui sont considérées comme des agents antioxydants de premiére classe et peuvent étre
employées pour des applications thérapeutiques, et le méthanol a une grande capacité extraire ces

molécules.

Au cours de cette étude nous avons réalisé également un test antimicrobiennevis-a-vis 3 bactéries,
les resultats microbiologiques ont montré que les extraits AQ et Met des feuilles du Zizyphus
lotusont une activité antimicrobiennesur ces 3 souches bactériennes, On considere que 1’activité est
fort sur les souches de Gram + et faible sur les souches Gram - ,Cette forte activité est appliquée

encore par I’extrait MET.

En fin, la biodiversité des plante médicinale traditionnellement connu dans notrepaysse caractérise
par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques thérapeutiques
et pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre exploitées par les recherches, de cet effet, et

comme perspectives on propose de :
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v Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux différents
problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.
v Développer des médicaments antiradicalaires a base de plantes, doués d’une activité

antioxydante.
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Reésumé

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

Dans la présente étude on a tenté d’évaluer 1’activité antioxydante et antibactérienne in vitro de
I’extrait méthanolique et 1’extrait aqueux préparés a partir des feuilles du Zizyphus lotus
L’analyse qualitative de ces extraits par les tests préliminaires et la CCM a révélé la présence des
composes phenoliques, des tanins, des flavonoides ; ceci est confirmé par une analyse
quantitative basée sur le dosage, des composés phénoliques, des flavonoides et des tanins dont les
valeurs sont : pour 1’extrait méthanolique : les composés phénoliques(96,13+12,7ug EAG / mg
d’extrait) , les flavonoides (8,46+2,96ug EQ / mg d’extrait) et les tanins (0,048+0,011 ug ECT /
mg d’extrait), et pour 1’extrait aqueux : les composes phénoliques(33,06 +£4,75 ug EAG / mg
d’extrait) , les flavonoides (6,68+0,29 ug EQ / mg d’extrait) et les tanins (0,042+ 0.0 05ug ECT /
mg d’extrait).

L’étude de I’activité antioxydante par la méthode du pouvoir anti oxydant par Réduction du Fer
(FRAP) a révélé une grande activité antioxydante de 1’extrait méthanolique par comparaison avec
I’extrait aqueux.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur trois souches bactériennes (Gram+ et Gram-) par
la methode de diffusion des disques sur un milieu gélosés solides montre une grande activité
antibactérienne de 1’extrait méthanolique par comparaison avec 1’extrait aqueux.
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