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Introduction

La phytothérapie est la science des plantes médicinales (Provost ,1991), elle vient du mot grec «
phuton » : plante et « Thérapie » : traitement, signifie traitement par les plantes (Carillon, 2000).
L’utilisation des plantes en phytothérapie est trés ancienne et connait actuellement une région

d’intérét auprés du public, selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 2003).

Les plantes médicinales ont toujours eu un r6le de grande importance sur la santé des étres humains
(Carillon, 2000). A I’heure actuelle, les substances naturelles dans les plantes sont encore le premier
réservoir de nouveaux médicaments. Elles représentent prés de 60% des médicaments, dont nous
disposons (OMS, 2000). Les 40% restants ou médicaments de synthese sont souvent nées de la
modification chimique de molécules ou parties de molécules naturelles prises comme téte de séries
(Foucheé et al., 2000)

Les plantes peuvent étre considérées comme des bibliothéques de petites molécules de métabolites
secondaires des composés organiques avec une diversité structurale qui, autrement, ne pourrait pas
étre disponibles dans un laboratoire de synthése chimique (Bindseil et al., 2001; Koehn et al., 2005).
Ces molécules sont douées des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie, en alimentation, en
cosmétologie et en dermopharmacie, parmi ces composeés on retrouve, les coumarines, les alcaloides,

les acides phénoliques, les tannins, les lignanes, les terpenes et les flavonoides (Bahorun, 1997).

Dans ce contexte, et dans le but de valoriser le patrimoine végétal, notre travail est basé sur une
caractérisation phytochimique, ainsi qu’une évaluation des activités biologiques notamment,
I’activité antioxydante et hypoglycémiante des extraits méthanoliques de la partie aérienne de

zizyphus lotus L.

Ce mémoire est subdivisé en deux grandes parties : une partie théorique qui englobe et rassemble des
données théoriques sur les plantes médicinales, les métabolites secondaires et les activités

biologiques.

La seconde partie concerne la partie expérimentale, qui comporte deux chapitres, I'un sur le matériel
et méthodes de travail ; et le deuxiéme chapitre regroupe I’ensemble des résultats qui seront suivis

par une discussion.

Les résultats de nos travaux ayant pour objet une démarche contributive sur le screening
phytochimique, I’antioxydant et I’hypoglycémiant des extraits organiques des notre plantes ; ce qui a

permis d’une part, de mettre en évidence leur richesse en métabolites secondaires, ainsi de quantifier

Y
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les teneurs en composés phénoliques que renferment ces espéces végétales et d’évaluer leur pouvoir
antioxydante et antihyperglycemiante et hypoglycémiante.

Une conclusion générale résume I’ensemble des résultats issus de cette étude et présente les
perspectives de recherche concernant toutes les étapes a réaliser dans 1’avenir, afin de confirmer

I’efficacité hypoglycémiante in vivo de cette plante testée.
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|. Etude botanique sur le zizyphus lotus

I.1. Systématique de la plante

Régne : Végétal.

Embranchement : Spermatophytes.
Sous embranchement : Angiospermes.
Sous-classe : Dicotylédone.

Ordre : Celastrales.

Famille : Rhamnacées.

Genre : Zizyphus.

Espéce : Zizyphus. Lotus

Nom vernaculaire : Sedra (QQuezel et al., 1962).

1.2. Description botanique

Le Zizyphus lotus L est une plante dicotylédone, issue de la famille Rhamnacée (Rsaissi et al., 2002),

appelée localement « Sedra » (Borgi 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 a 2cm de langueur et de 7mm de largeur (Bayerand et al.,2000).

Les fleurs de Zizyphus lotus L. sont trés visibles de couleur jaune avec des sépales ouvertes en €toiles,
un ovaire supére bisexuel et fleurissent en juin (Baba , 1999 ; Claudine , 2007).

Un fruit ovoide -olong, ayant la forme et la grosseur d’une belle olive. D’abord vert puis 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. (Bayer
et al., 2000).

Figure 1 : Plante zizyphus lotus L
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1.3.Distribution dans le monde

Le genre zizyphus renferme environ 100 especes localise principalement dans les régions tropicales et
subtropicales de 1’Asie et des Amériques, tandis que quelques espéces vivent en Afrique et dans les
régions tempérées (Bonnet, 2001).

En Algérie :

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

I.4.Composition biochimique

Les études photochimiques menées sur le Zizyphus lotus montrent la présence des métabolites
primaires et secondaires (Catoir et al., 1999).
Les tableaux (01) et(02) représentent les différentes compositions en metabolites primaires et

secondaires.
Tableau 1 : Pourcentage des compositions primaires du Zizyphus lotus (Chouaibi, 2011).

Meétabolites primaires = Pourcentage %

Protéines 19.11%
Carbohydrates 40.87%
Lipides 32.92 %
Sucre 20 %
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Tableau 2 : Composition en métabolites secondaires des différents organes du Zizyphus lotus

Organe vegétal Composition chimique Références

Feuilles Flavonoides (Bekir et al ., 2010)
tanins et alcaloides.

saponines de type dammarane (Macuek et al.,2004)

-jujuboside B

-jujubogenin glycoside

Ecorces de racines  Flavonoides (Le crouéour et al.,
tanins 2002)
Alcaloide
Fruits flavonoides, tannins et (Abdoul-Azize et
Saponines.
al., 2013)

1.5. Activités biologiques et thérapeutiques de Zizyphus lotus L:

1.5.1.Activités anti oxydant et anti-inflammatoires

Plusieurs études signalées que les extraits de Zizyphus lotus possedent des effets anti-
inflammatoires et des propriétés antioxydantes. Dont elle est riche en nombreux composes
antioxydants tels que les acides phénoliques, flavonoides, alcaloides et saponines. Ces composants
ont été montrés pour prévenir le stress oxydatif et I'inflammation par réduction des espéces réactives
de l'oxygene (ROS).

Fait intéressant, nombreux in vitro les études ont demontré la capacité des différentes parties de
zizyphus lotus pour piéger les radicaux libres, par exemple, dans la peroxydation lipidique, entrainant
des dommages cellulaires .De plus, chez les rats diabétiques, 1’extrait aqueux de zizyphus lotus
racines et feuilles fortement augmente le taux d'hémolyse et de glutathion réductase et diminue

I'activité de la catalase (Souleymane,2016) .

L’activité anti-inflammatoire est d0 aux des saponosides et des oligoméres flavonoiques totaux (OTF)

des racines .les résultats des travaux de 1’équipe de (Borgi et al.,2007) ont montré que les saponosides

Y
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et les OTF des écorces de racine de Zizyphus lotus . montrent une inhibition maximale de 1’cedéme
de la patte (induit expérimentalement chez la souris).

De plus méme équipe a prouvé que lautre extrait des racines (aqueux, chloroformique, acétate
d’éthyle et méthanolique) et ’extrait des feuilles possédent des activités anti-inflammatoire et

analgésique (Borgi et al.,2008).
1.5.2.Activités antimicrobiennes

Des études faites par (Ghédira et al.,1995) ont montré qu’un alcaloide de cette espece présente une
activité antibactérienne significative. Mais beaucoup de groupes de recherches ont étudi¢ 1’activité
antimicrobienne des extraits de plantes médicinales telles que Zizyphus lotus, ils ont trouvé que ces
extraits sont actifs non seulement contre les bactéries mais aussi contre les champignons, les levures

et les virus (Jurgen et al., 2009).
1.5.3.Activités antiulcérogénes

Les extraits aqueux des racines, des feuilles et des fruits de Zizyphus lotus L. possedent une activité
antiulcérogénique grace a la présence des tanins et des flavonoides connus par leur effet

gasetroprotecteur (Borgi et al., 2008).
|.6.Usages traditionnelles

Zizyphus lotus est une plante médicinale utilisée dans la médecine traditionnelle de nombreux pays
comme sedatif, analgésique, tonique et anti-inflammatoire (Claudine, 2007 ; Mounni, 2008 ;

Ghedira, 1994). Elle est également, utilisée pour soigner le tube digestif et le foie (Baba., 1999).

Les racines sont utilisées contre les maladies vénériennes comme la syphilis et la blennorragie
(Kheraro et al.,1974). Le décocté des racines est utilisé par les personnes diabétiqgues comme
hypoglycémiant (Lahlou, 2002 ; Allali, 2008).

Selon De pommier (1988) les racines astringentes prises en décoction soigne la diarrhée et est utilisée
dans le traitement des hémorroides

Les feuilles de Zizyphus lotus sont utilisées contre les piqures des viperes au Sahara (Benchalah,
2004), et les fruits sont préconisés dans le traitement de la gorge et les affections respiratoires (Baba,
1999 ; Borgi, 2007).
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Métabolites secondaires

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites primaires
qui sont les protéines, les glucides et les lipides. Les métabolites secondaires sont classés en plusieurs
grands groupes : parmi ceux-ci, les composés phénoliques, les terpénes et stéroides et les composés
azotés dont les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés

qui posseédent une trés large gamme d’activité biologique (Ali et al., 2001 ; Li et al.,2007)

I. Composes phénoliques

1.1.Définition

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du métabolisme secondaire
pour se défendre contre les agressions environnementales. Ils sont localisés dans différentes parties

des plantes selon ’espéce végétale et le groupe polyphénolique considéres.

Ces composés regroupent une multitude des molécules et représentent 1’un des groupes les plus

importants présents dans le régne végétal.

Comme definition, nous pouvons dire que les polyphénols sont des composés phénoliques
hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton, et ayant, outre les propriétés
habituelles des phénols, la capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine et autres protéines (Dangles
etal., 1992 ; Hagerman et al., 1998.,Sarni-Manchado et al.,2006).

|.2.Structure chimique

Les polyphénols regroupent un vaste ensemble de substances chimiques comprenant au moins un
noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus d’autres constituants (Bamforth.,
2000).Ces composés manifestent une grande diversité de structure : quinones, coumarines, acides

phénoliques, flavonoides, tanins, stilibénoides, lignanes, et xanthones. (stalikas , 2007).

1.3.Applications industrielles des polyphénols

Selon les propriétés qu’ils possedent, les polyphénols, ont été exploitées dans de nombreux domaines

industriels : en agroalimentaire, en cosmétique et dans 1’industrie pharmaceutique.

Les propriétés antimicrobiennes de certains polyphénols comme les flavan-3-ols, les flavanols et les

tanins, il est désormais possible de développer des conservateurs alimentaires et de nouvelles
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thérapies dans de nombreuses maladies infectieuses en considérant la résistance microbienne face a

certains traitements antibiotiques (Daglia, 2012).

La capacité antioxydante de composés comme les polyphénols est utilisée dans 1’alimentation pour
lutter contre la peroxydation lipidique et ainsi permettre une meilleure stabilisation des denrées

alimentaires.

Les polyphénols sont également préconisés pour améliorer la stabilité de pigments de jus colorés,
d’ardmes alimentaires. Aussi ils rentrent dans la composition des produits pharmaceutiques et

cosmétiques. (Moure et al., 2001).

Enfin, leffet de certains flavonoides en médecine humaine est de plus en plus étudi¢ dans le
traitement de certaines maladies, et particuliérement pour le contréle du virus de I’immunodéficience,

le principal responsable du SIDA (Sartori., 2003).

I.4.Classification des composées phénoliques

1.4.1.Acides phénoliques

Ce sont des composés phenoliques possédant une fonction acide en plus de la fonction phénol. Ils
sont représentés par deux sous classes, les dérives de 1’acide hydroxy-benzoique et I’acide hydroxy-

cinnamique (Bruneton, 2008).

-Les acides benzoiques incluent I’acide gallique, I’acide protocatéchique, vallique et
’acide syringique qui a en commun le cycle C6-C1 (Balasundram et al., 2005).
Cette catégorie est abondante dans les végétaux et les aliments notamment les épices,
les fraises et les oignons (Manach et al., 2005).

-Les acides hydroxy-cinnamique : Ce sont des composées aromatiques avec trois carbones latéraux
dans la chaineC6-C3 dont I’acide caféique, I’acide férulique, ’acide coumarique et I’acide sinapique

sont les plus connus.
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1.4.2. Flavonoides

1.4.2.1.1Définition

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus”, signifiant "jaune”, désigne une tres large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des poly phénols.

Ce groupe comprend comme son nom I’indique des composés jaunes mais aussi d’autres couleurs.
ou incolores.

Des remedes a base de plantes renfermant ces composés sont utilisés en médecine traditionnelle a

travers le monde entier (Delporte et al., 1999).
1.4.2.2.Structure

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un squelette carboné de
quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont reliés entre eux

par une chaine enC3 en formant ainsi I’hétérocycle(C) (Figurel)

Figure 2 : Structure de base des flavonoides
Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systéme C6-C3-C6 formant une

structure de type diphényle propane dont des groupements hydroxyles, oxygénes, méthyles, ou des sucres

peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule. (Di Carlo et al., 1999).
1.4.2.3.Localisation et distribution

Les flavonoides possedent une large répartition dans le monde végétal, ils sont distribués dans

les feuilles, les graines, 1’écorce et les fleurs des plantes (Medic et al.,2003).

Les flavonoides sont trouvés dans les fruits, les Iégumes, les noix, les herbes, les épices, aussi bien que
dans le thé et le vin rouge. Ils sont consommés réguliérement avec 1’alimentation humaine qui nous

apporte environ 75 mg de flavonoides par jour. En effet, le thé, les agrumes, les pommes, ’huile
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d’olive, les oignons, le cacao et plusieurs autres fruits et Iégumes sont trés riches en flavonoides, les

flavonols et les flavonols y seraient les plus abondants (Schewe et al.,2003).
1.4.2.4.Classification des flavonoides

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de dégrée

D’hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence : de double liaison C2-C3, du groupe 3-O

et la fonction 4-oxo (YAO et al., 2004). lls se répartissent en plusieurs classes des molécules dont les

plus importants sont représentés dans le tableau 3.




Les métabolites secondaires

Tableau 1 : Différents classe des flavonoides (sartori-thiel.,2003 ;Hallagas et al.,2004)

Flavanols Flavones

OH

Flavan-3-ols Isoflavone

OH
(+)-catéchine

OH
0H
HO. o Py

"ll"'r"m.'

OH
(=}-épicatéchine

0

Chalconnes
Aurone
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OH

Flavonol Anthocyanes

1.4.2.5.Biosynthese des flavonoides

La formation de ces molécules flavonoiques s'effectue par un intermédiaire connu
tétrahydroxychalcone a partir du quel se différencient plusieurs types des flavonoides.
(Bouheroum.,2007).

Le squelette moléculaire de base a une double origine : 3 molécules d'acétylCoA pour le

cycle A qui dérive de la voie acétate malonate, une molécule de p-coumaryl pour le cycle B qui
dérive de la voie shikimate et aussi pour I'hétérocycle C. C'est alors a partir de la chalcone ainsi
formée par cette condensation chimique que vont étre mis en place les flavonoides appartenant aux
diverses classes, en particuliers des pigments comme les anthocyanes et les flavonols, ou encore
certains monomeres de type flavonols dont la polymérisation conduira aux tannins condensés.

La biosynthese des différents groupes de flavonoides implique un ensemble complexe de réactions
comprenant des hydroxylations, méthylations, oxydations,

réductions glycosylations... (Sarmi et al., 2006).




Les métabolites secondaires

Voies des shikimate La voie d’acétate

1 | Hyorates de carbore l
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Figure 3 : Voies de biosynthése de différentes classes des flavonoides (Remesy et al., 1996)
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1.4.2.6.Biodisponibilite des flavonoides

Les effets des flavonoides sur la santé ne dépendent pas seulement de leurs niveaux de consommation
mais aussi de leur biodisponibilit¢é. Peu d’études systématiques ont ¢ét€¢ menées sur la
pharmacocinétique des flavonoides chez I"homme. Toutefois, d’apres des expériences faites sur des
flavonoides provenant de I’alimentation, il apparait que seuls les flavonoides sous forme de génines
(ou aglycones) sont susceptibles d’étre absorbés. L hydrolyse des liaisons hétérosidiques (reliant la
génine a la chaine sucrée) n’intervient que dans le c6lon ou les micro-organismes dégradent
simultanément les flavonoides d’origine alimentaire. Le foie est largement impliqué dans le

métabolisme des flavonoides absorbés (Hollman et al., 1998 ; Walle, 2004).
I.5.Activités biologiques des polyphénols

Les polyphénols sont parmi des substances bioactives les plus, therapeutiquement, utiles .ces
composants sont présents dans les légumes, les fruits et plusieurs autres sources alimentaires, en
conséquence la prise réguliere de légumes et des fruits est trés recommandée parce que les
polyphénols qu’ils contiennent jouent un role important dans la réduction du risque des maladies

chroniques et dégénératives (Apak et al., 2007).

Comme antioxydant, les polyphénols peuvent protéger les cellules contre les dommages oxydatifs et,
par conséquent, limiter le risque de plusieurs maladies dégénératives associées au stress oxydatif.
Les polyphénols jouent, aussi, un role dans la prévention des maladies cardiovasculaires, cancer,
ostéoporose, diabéte, et des maladies neurodégénératives.La consommation des polyphénols limite
le développement des 1ésions athéromateuse , inhibe 1’oxydation de lipoprotéine de base densité, qui
considérée comme le mécanisme clé dans les lésions endothéliales qui se produisent dans
I’athérosclérose(D’ Archivio et Coll.,2007).
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| .Activité antioxydante

|.1.Introduction

Il existe de nos jours un intérét croissant vis-a-vis la biologie des radicaux libres. Ce n’est pas
seulement di a leur role dans des phénomeénes aigus tels que le traumatisme ou I’ischémie, mais aussi
a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques associées au vieillissement tels que le
cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires et la dégénérescence du systéme immunitaire
(Guinebert, 2005).

1.2.Stress et radicaux libres

1.2.1.Définition de Stress

Des molécules peroxydases appelées radicaux libres ou espéces réactives de L’oxygéne (ERO) sont
produites quotidiennement dans 1’organisme. Ces derniéres sont cependant controlées par les
antioxydants. Un stress oxydatif survient lorsque I’équilibre est rompu en faveur des radicaux libres
(figure 03). Toutefois, une production excessive de ces molécules réactives ou une insuffisance des
mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance oxydant/antioxydant (Christophe, 2011 ;

Papazian et al .,2008).

/

Antioxydants

_—

Pro-oxydants

Figure 4 : Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants

Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, telle que ’exposition aux radiations ionisantes
(exposition importante au soleil, radioactivité artificielle ou naturelle), la pollution, le contact avec

certains pesticides et solvants, la consommation de tabac et d’alcool, la prise de certains médicaments,

j
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la pratique du sport intensif et tout processus susceptible de surcharger les réactions de détoxication
hépatique, notamment une perte de poids importante (Poirier, 2004 ; Médart, 2009).

1.2.2.Qu’est-ce qu’un radical libre ?

Un radical libre(RL) est une espéce chimique, morceau de molécule ou simple atome, capable d'avoir
une existence indépendante (« libre») en contenant un ou plusieurs électrons célibataires (électron
non apparié sur une orbitale). Cela lui confére une grande réactivité donc une demi-vie tres courte.
En effet, ce RL aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus
stable : il va donc se réduire en oxydant un autre compose. (Osman, 2011). L’ensemble des radicaux

libre et de leurs précurseurs est souvent appelé espéeces réactives de I'oxygene (Favier, 2003).
1.2.2.1.0rigine des radicaux libres

a) Source endogene

Les réactions enzymatiques, dont plusieurs d’entre elles sont considérées comme source principale

des ROS ex ; NADPH oxydase, lipoxygénase, xanthine oxydase (enzyme dans le foie).
b) Source exogéne

L’environnement et le mode de vie sont également responsables de la création et de I’accumulation
de radicaux libres dans 1’organisme.

Ces facteurs environnementaux incluant des agents cancérogenes non-génotoxiques peuvent
directement, ou indirectement, étre impliqués dans la génération de radicaux libres (xénobiotiques,
activation des leucocytes...). Les rayonnements UV induisent la synthése de O2e-, OHe,102 et
d’H202 I’intermédiaire d’agents photo sensibilisants (Sumaya, 2004).

L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2) présents dans notre mode de vie (tabagisme,
radiations ionisantes, champs électriques, polluants industriels...), ainsi qu’une alimentation (raffinée,
riche en graisses saturées et en sucre, consommation d’alcool...), sont autant d’éléments favorisant

la genese de radicaux libres (Mena et al., 2009).

1.2.2.2.Espéces réactives de I’oxygéne(ERO)

Notre organisme a besoin d’énergie pour fonctionner correctement. Les cellules transforment les
nutriments apportés par I’alimentation en énergie et en eau. Cette Transformation génére environ 2%
de molécules d’oxygéne (Edeas, 2005).

L’oxygene peut s’avérer déléteére en raison de son caractére oxydant, il est a ’origine de la formation

des dérivés plus réactifs appelés especes réactives de I’oxygene (Ichai, 2011).

E
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e Anion super oxyde O2e
L’anion super oxyde : la molécule d'oxygeéne, mise en présence d'une quantité d’énergie suftisante,
peut acquérir un électron supplémentaire et former ainsi I'anion super oxyde O, ~.Cet anion intervient
comme facteur oxydant dans de nombreuses réactions.

e Radical hydroxyle OHe
Il est tres réactif vis-a-vis des structures organiques et joue un réle initiateur dans I’auto-oxydation
lipidique. (HADI, 2004).

e Peroxyde d’Hydrogéne (H202)
Provient d’une réaction entre deux anions super oxyde qui met fin au processus radicalaire. IL s’agit

d’un oxydant beaucoup moins puissant (Halmi, 2006).
1.2.2.3.D’autres espéces réactives de I’oxygene

Les especes réactives de 1’oxygéne comprennent non seulement les radicaux libres oxygénés mais
aussi les radicaux libres dérivant d’autres especes que 1’oxygene par exemple :

L’acide hypochloreux (HCIO), le monoxyde d’azote NO-qui se combine aisément avec 1’02 ~pour
former le peroxynitrite (ONOO ) (Moussard, 2006), qui est un oxydant puissant et diffusible,

capable d’endommager de nombreuses molécules organiques (Haleng, 2007).
1.2.3.Conséquence du stress oxydatif

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer lorsqu’ils
réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que ’ADN (Hadj, 2009). Les lipides
(peroxydation), les protéines (Jacoob, 2007)....etc. Cette oxydation provoque des dommages sur tout
I’organisme, accélérant le vieillissement (maladies cardiovasculaires et neuro-dégéneératives, cancer,

diabete...) (Pincemail, 2003) et la dégradation des cellules et des tissus (Bonnet et al., 2010)
1.3.Pouvoir oxydatif

L’organisme est capable, dans une certaine mesure, de limiter les dommages dus aux radicaux libres,

grice & des mécanismes de défense enzymatiques et chimiques développés au cours de I’Evolution
(Hennebelle, 2006).

I.4. Antioxydants et systeme de defense

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible concentration par
rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber I’oxydation de ce substrat. Cette

définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances, comprenant des enzymes aux

j
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proprietés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites molécules hydro- ou liposolubles. Cette
grande variété physico-chimique autorise la présence d’antioxydants dans tous les compartiments de

I’organisme, qu’ils soient intracellulaires, membranaires ou extracellulaires. (Cano et al .,2006)

Figure 5 : Action des antioxydants au cours du métabolisme des dérivés

réactifs de I’oxygéene (Cano et al., 2007)

1.4.1.Antioxydants enzymatiques

Les principaux systemes enzymatiques antioxydants plus efficaces chez les mammiferes ainsi que chez
les plantes sont la superxoyde dismutase, la catalase et le glutathion peroxydase (Mates et al., 1999;
Sharmaet al., 2012).

1.4.2.Antioxydants non enzymatiques
1.4.2.1.vitamine C ou acide ascorbique

La vitamine C n’est pas synthétisée par I’organisme. C’est une molécule hydrosoluble présente dans
la plupart des fruits et 1égumes (non synthétisée par ’'Homme). Elle est connue pour son action

protectrice contre I’oxydation membranaire (Retsky et al., 1999).

C’est un antioxydant puissant hydrosoluble, capable de piéger ou neutraliser a des concentrations trés

j

faibles les espéces réactives de 1’oxygeéne (Carr ,1999 ;Césarini , 2004).
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La vitamine C permet la régénération du radical tocophéroxyle (Vit Ee), formé au cours de la réaction
de protection antiradicalaire, en tocophérol. Elle réduit la glycosylation et augmente l'activité des

enzymes antioxydantes (Chen et al., 2000 ; Kojo, 2004).

R:H (AGPI)
3

Acide ascorbique (AH)

CH3
HO
Tocophérol (TOH)
R 0 R Radical ascorbyl
k (radical lipidique)
CH

Radical tocophéryle (TC')

Figure 1: Régénération de la vitamine E via l’action de la vitamine C lors de la

peroxydation lipidique
1.4.2.2.vitamine E

C’est le terme générique utilisé habituellement pour désigner les différents tocophérols et tocotriénols
(ensemble de 8 molécules dont 4 tocophérols et 4 tocotrienols, Ce sont de bons antioxydants
alimentaires, mais surtout leur réle physiologique chez I’Homme, comme protecteurs des structures
membranaires et des lipoprotéines ou pour lutter contre le stress oxydant. (Kaiser et al., 1990;
Yoshida et al., 1993).

1.4.2.3.Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments fabriqués par les végétaux. Les plus importants sont le béta-
caroténe, ’alpha-carotene, la lutéine, la zéaxanthine et le lycopene. Ce sont eux qui donnent aux fruits
et légumes des couleurs orange, rouge et jaune. Leur fonction essentielle est de protéger les plantes.
La plupart des caroténoides ont une propriété antioxydante (Causse, 2005) comme ils le font pour les
plantes, ils ont des effets bénéfiques sur notre santé (Rodriguez et al.,2004).

Ce sont d'excellents piégeurs d'especes radicalaires particulierement vis-a-vis de la lipoperoxydation
des phospholipides membranaires grace a leurs structures (Packer et al., 1981).

Les caroténoides sont des substances polyéniques caractérisées par un systeme de doubles liaisons

conjuguées. Le nombre de doubles liaisons conjuguées varie de 7 a 15 (Guillaume, 1999)

3
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1.4.2.4.Polyphénols

Les composés phénolique set en particulier les flavonoides, ont la capacité antioxydante qui peut
prendre plusieurs formes dans la régulation du stress oxydatif, vis-a-vis les effets délétéres des
radicaux libres.

Ces composants peuvent intervenir en captant directement les radicaux libres, ou inhibant les
enzymes responsables de la génération des ROS, ou en captant les cations métalliques (Fuorroci,
2006 ;Marfak, 2003).

I1. Activité hypoglycémiante
I1.1.Deéfinition du diabete

Le diabete est un trouble métabolique caractérisé par la présence d’une hyperglycémie attribuable a

un défaut de la sécrétion d’insuline ou de I’action de I’insuline, ou des deux.
11.2.Classification de diabéte

Il est classique de distinguer deux grandes varietés de diabéte : le diabéte de type 1 et le diabete de

type 2.

11.2.1.Diabete de type 1

L’hyperglycémie est due a une carence absolue en insuline, Cette forme de diabete comprend les cas
attribuables a un processus auto-immun conduisant a la destruction auto-immune des cellules B des

Tlots de Langerhans (Boumaza, 2009).

11.2.2.Diabete de type 2

La carence en insuline est relative et I’hyperglycémie est liée a I’association, a des degrés divers,

d’une insulinorésistance hépatique et périphérique et d’une insulinopénie (Boumaza, 2009).

I1.3.Régulation de la glycémie

La régulation de la glycémie met en jeu le systéme hormonal, ainsi que plusieurs organes (foie et
pancréas principalement). Cette régulation fait partie des processus de maintien de I'noméostasie du
glucose au sein de I'organisme. L’augmentation de la glycémie stimule la sécrétion d’insuline par les
endocrinocytes béta des ilots pancréatiques. L’insuline accroit la capacité des tissus
insulinodépendants de transporter le glucose a travers leur membrane plasmique. Une fois a I’intérieur

des cellules, le glucose est oxydé pour fournir de I’énergie ou alors il est converti en glycogéne

j
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(glycogénogenése) qui est ensuite emmagasiné. Lorsque la glycémie diminue, le stimulus qui
déclenche la libération d’insuline cesse. Un grand nombre d’hormones sont hyperglycémiantes (le
glucagon, les glucocorticoides et ’adrénaline pour n’en nommer que quelques-unes) mais 1’insuline
est la seule hormone hypoglycémiante, celle-ci est absolument essentielle a 1'utilisation du glucose
par les cellules de I’organisme. Sans insuline, il est a peu prés impossible au glucose de pénétrer dans

les cellules pour fournir de I’énergie (Freychet, 1978).

I1.4. Phytothérapie du diabéete

Depuis longtemps, la phytothérapie du diabéte a pris sa part que ce soit dans la médecine
traditionnelle ou la recherche scientifique. Citons a titre d’exemple quelques plantes médicinales
traditionnellement utilisées et scientifiquement évaluées pour leur activité antidiabétique

Zygophyllum cornutum, Centaurea corcubionensis (Chucla, 1987), Juniperus communis (Sanchez
et al.,, 1993), Trigonella foenum (Shani et al., 1974) et plusieurs d’autres. Actuellement, avec
I’émergence de la notion du stress oxydant qui semble jouer un réle primordial dans les complications
et les lésions des organes associées au diabete (Gupta et al., 2008), les plantes antidiabétiques ont
pris un grand intérét comme source énorme d’antioxydant (Halliwell, 2009). Des études faites sur

des plantes médicinales ont révélé leur effet antidiabétique accompagné de leur effet.

I1.5.Mécanismes d’action des plantes antidiabétiques

Une trés grande variété de mécanismes est impliquée dans la baisse du niveau de glucose dans le
sang. Ceci est dd a la grande variété de classes chimiques des constituants hypoglycémiants provenant
des plantes. Certains de ces composés se révelent véritablement hypoglycémiants et pourraient avoir
un potentiel thérapeutique, alors que d’autres produisent simplement une hypoglycémie comme effet
parallele de leur toxicité, particulierement hépatique. (Jarald et al.,2008)

L’activité antidiabétique des plantes peut dépendre de plusieurs mécanismes :

-Réduction de la résistance a I’insuline.

-Stimulation de la sécrétion d’insuline a partir des cellules béta ou/et inhibition du processus de
dégradation de I’insuline.

- Apport de quelques éléments nécessaires comme le Calcium, le Zinc, le Magnésium, le Manganese
et le Cuivre pour les cellules béta.

- Effet protecteur de la destruction des cellules béta.

- Augmentation le nombre de cellules béta dans les Tlots de Langerhans.

-Inhibition de la réabsorption rénale du glucose.

- Inhibition de béta-galactosidase, alpha-glucosidase et alpha-amylase.
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- Prévention du stress oxydatif, qui peut étre impliqué dans le dysfonctionnement des cellules béta.
- Stimulation de la glycogenése et de la glycolyse hépatique ;

- Diminution des activités du cortisol (kashikar et al., 2011).
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Chapitre | : Matériel et méthodes
I. Matériel
1.1. Matériel végétal

I. 1.1.Choix de la plante

L’intérét de ce travail est la valorisation d’une plante médicinale (Zizyphus. Lotus) poussant a I’état
spontané dans la région de I’oued (Algérie) par I’étude de son activité antioxydant et hypoglycémiant.

La plante étudiée été choisie essentiellement sur la base de leur intérét et leur fréquence d’emploi.

1.1.2. Collecte du matériel végétal

Le matériel vegétal est constitué des feuilles de Zizyphus. Lotus récoltée dans la région de 1’oued en
février 2018 (Algérie) sécher a Iair libre a température ambiante avant utilisation
Apres séchage, les feuilles ont été broyées a I’aide d’un pour obtenir des particules fines de 1’ordre

de 2mm.

Figure 1: broyage de Zizyphus Lotus
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1.1.3.Matériel de laboratoire

v’ Spectrophotométre
Etuve.

Rota vapeur (Btchi).
Balance de précision.
Agitateur.

AN N NN

Autoclave.

1.2. Matériel animal :

L’étude in vivo a été réalisée sur 15 rats Albinos femelles pesant entre 130 et150g, issues de
I’animalerie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université des Fréres Mentouri,

Constantinel, Algérie.
Les rats ont été gardés dans des cages individuelles dans un environnement standardisé, avec une

température ambiante et acces libre a I’eau et a ’aliment.

Wt IRUR) SWaPss
SRR N 55223 14857
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Figure 2 : rats albinos

1. Méthodes

I1.1.Préparation des extraits

Le matériel végétal de Zizyphus Lotus a été utilise dans la préparation des extraits par macération

successive par deux solvants de polarité croissante (1’éther de pétrole et le méthanol).
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I1.1.1.Préparation de ’extrait de I’éther de pétrole (EEp)

L’extraction par 1’éther de pétrole a pour but d’entrainer les graisses ainsi que les substances

lipophiles et la chlorophylle.

Une macération d’éther de pétrole a également été effectuée sur 150 g avec 350 ml d’éther et placés
sous agitation pendant 24 h .Apres filtration, Chaque étape d’extraction est refaite trois fois avec
renouvellement du solvant .A la fin de I’extraction, d’extrait organique (EEp) est été concentré sous
vide au rotavapor (BUCHI) aux températures 40C°, Puis ces extraits ont été séchés a I’air libre dans

des boites de pétrie.

Macération Filtration

\

Figure 3 : Préparation de I’extrait éther de pétrole.

Figure 4 : Evaporation & I’aide d’un rota vapeur.
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Figure 5 : ’extrait d’éther de pétrole.
I1.1.2.Préparation de I’extrait hydrométhanoliques(EHMet)

La deuxiéme extraction a été faite avec le méthanol qui extrait les composés polaires.

La matiére végétale a été mise a macérer dans le systéme solvant suivant : 70% volumes de méthanol
+ 30% volumes de I’eau distillée et placés sous agitation pendant 24 h .Apres filtration, Chaque étape

d’extraction est refaite trois fois avec renouvellement du solvant.

A la fin de D’extraction, ’extrait organique (EHMet) est été concentré sous vide au rotavapor

(BUCHI) aux températures 40C°, Puis ces extraits ont été séchés a I’air libre dans des boites de pétrie.

Filtration

Macération

Figure 6 : Préparation de 1’extrait hydrométhanolique.
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Figure 13 : extrait hydrométhanolique.

11.2.Screening phytochimique

Ce sont des analyses qualitatives qui permettent de déterminer les différents groupes chimiques
contenus dans un organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent de définir
la présence ou non de métabolites secondaires : alcaloides, quinones, flavonoides, saponines, tanins,

stérols et sucres réducteurs.
11.2.1.Test des alcaloides

Dans des tubes a essai introduire 2 ml de I"extrait méthanolique Acidifier le milieu par quelques
gouttes de HCI a 50%.
La formation d’un précipité jaune, apres rajout de quelques gouttes du réactif de Mayer indique la

présence d'alcaloides (N.Dohou et al.,2003).
11.2.2.Test des Saponines

La détection des saponines est réalisée en ajoutant un peu d’eau a 1 ml de I’extrait aqueux. Par la
suite, cette solution est fortement agitée. Apres 15 min de repos.
La détection des saponines se traduit par la persistance d’une mousse d’au moins 1 cm apres les 15

minutes. (Dohouet al.,2003, Koffiet al., 2009)

11.2.3.Test des phénols
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Dans un tube a essai introduire 2 ml de I'extrait hydro méthanolique ensuite ont été melangé avec 2
ml de I'éthanol a 96%.L’ajout de quelques gouttes de FeCl3 permet I'apparition d'une coloration qui

indique la présence de phénols (Najjaa et al.,2011).
11.2.4. Teste des tanins

Leur détection consiste a traiter 5 ml de I'extrait avec 5 ml de la liqueur de Fehling, la formation d’un
précipité rouge brique apres 2 a 3 min de chauffage au bain-marie a 70°C indique une réaction positive
(Yves-Alain Bekroet al., 2007).

11.2.5.Test Tanins vrai

Dissoudre 2mg d’extrait dans 2ml d’eau distillée ajouter quelque gouttes D’HCL, puis chauffer au
bain marie bouillant (90°C).

La formation d’un précipité rouge indique la présence des tanins vrais.
11.2.6.Test des flavonoides

Dans un tube a essai, introduire Sml d’extrait hydro méthanolique, ensuite, ajouter quelques
gouttes de HCI et quelques copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose ou

rouge indique la présence des flavonoides. (Najjaa et al . ,2002).

112.7. Test des Quinones libre

Dissoudre 2mg d’extrait d’éther de pétrole dans 2ml d’eau distillée La présence de quinone libre est
confirmée par I'ajout de quelques gouttes de NaOH (1/10), lorsque la phase aqueuse vire au jaune,

rouge ou violet (Dohou et al .,2003).

11.2.8.Test des Stérols et poly terpenes

Dans un tube a essai, dissoudre 2mg d’extrait d’éther de pétrole dans 2ml d’anhydride acétique,
ajouter 1ml d’acide sulfurique. L’apparition, a I’interphase, d’un anneau violet, virant au bleu puis au

vert, a indiqué une réaction positive (Koffi et al., 2009).
11.2.9. Test de sucres réducteurs

Ils ont mis en évidence par I’ajout de2ml de la liqueur de Fehling, a 2ml de l'extrait hydro
méthanolique, puis chauffer2 a 3min au bain marie (70°C).
La formation d’un précipité rouge brique indique la présence de sucres réducteurs (Yves-Alain

Bekro et al., 2007).

E
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11.2.10.Test des flavonoides glycosides

Leur détection consiste a traiter 2ml de 1’extrait hydro méthanolique avec 1ml de KOH a 1%.
L’apparition d’une coloration jaune indique la présence des flavonoides glycosides (Saima et al.,

2014).
11.3. Dosage sepectrophotométrique

11.3.1Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique de Folin-Ciocalteu
selon la méthode décrite par (Hua-Binli et al., 2007). Le réactif précédent est constitué par un
mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040).ce
réactif réduit, lors de l'oxydation des phénols, La coloration bleue produite est proportionnelle a la
teneur en phénols totaux. Le dosage consiste a prendre un volume de 200ulde I’extrait dissous dans
I’eau distillée (avec dilution convenable) ont été mélangés avec 1ml de réactif de Folin- Ciocalteu
(dilué 10 fois par I’eau distillée)., apres 4min,800ul de carbonate de sodium Na2CO3 (7,5%) ajouté
a la solution, puis le volume est ajusté a 3ml avec I’eau distillée, puis placer les tubes a I’ombre
pendant 2 heures a 37°c. L’absorbance de I’extrait a ét€ mesuré par spectrophotometre a 760 nm.
Les concentrations des polyphénols de I’échantillon sont déterminées a partir d’'une gamme
d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0-0.1mg/ml)

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par un gramme de 1’extrait
(mg EAG/g d’extrait). (Clémentine et al.,2012).
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Figure 14 : dosage des poly phénols.
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11.3.2.Dosage des flavonoides totaux

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al, 1996) est utilisée pour déterminer la teneur
en flavonoides totaux dans I’extrait hydrométhanolique de zizyphus lotus.

Le protocole consiste a mettre dans un tube a essai 1ml de I’extrait (avec dilution convenable), puis
Iml d’une solution d’AlClz (2% dans le méthanol) a été ajouté. Aprés 10 minutes de réaction,

I’absorbance est lue a une longueur d’onde de 430nm.

La courbe d’étalonnage des flavonoides est effectuée en utilisant la Rutine a une concentration allant
de 0 a 0.lmg/ml. La quantité des flavonoides dans I’extrait est déterminée suite a I’équation de
régression linéaire déduite a partir de la courbe d’étalonnage et exprimée en milligramme équivalent

de rutine par gramme d’extrait (mg RE/g extrait). (Madi, 2018)

Figure 15 : Gamme de la rutine préparée pour le dosage des flavonoides.

I1.4.Activités antioxydantes (In-vitro)

11.4.1. Evaluation de ’activité antioxydant par diphenyl picryl hydrazyl (DPPH)

Le Diphényle picryl-hydrazyl (DPPH), un radical libre stable, violet en solution et présentant une
absorbance caractéristique a 517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est réduit
en diphényle picryl-hydrazine par un composé a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une

décoloration (I’intensit¢ de la coloration est inversement proportionnelle a la capacité des

E
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antioxydants présents dans le milieu & donner des protons). On peut résumer la réaction sous la forme
de I’équation suivant (halmi, 2015) :

DPPH. + (AH) n — DPPH-H + (A)n
Ou (AH) n représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH (violet) pour le
transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune). Ceci permet de suivre la cinétique de décoloration a
517 nm.
La solution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 2,4mg de DPPH dans 100ml de méthanol
(elle ne se conserve pas plus de 2jours a -5C° et a I’obscurité). Un volume de 200ul de I’extrait (a
différentes concentrations) a été ajouté a 4ml de la solution de DPPH. Le mélange réactionnel a été
agite vigoureusement et incubé 30 min a I’obscurité.

Les absorbances ont été mesurées a 517nm.

L’Acide ascorbique a été utilis€¢ comme antioxydant de référence.

Les concentrations des échantillons et de I’acide ascorbique dans le milieu réactionnel sont comprises
de 0 a Img/ml. (Cristina et al., 2009).

La capacité de piégeage du radical libre est ensuite calculée a travers le pourcentage

d’inhibition :

%Inhibition= [(Acontrol— A d’extrait)/ A control] x 100

—_—
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Figure 76 : Résultat de DPPH
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11.4.2. pouvoir réducteur (PR)

L’activité réductive du fer FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) de notre extrait est déterminée
selon la méthode décrite par Oyaizu M en 1986 basée sur la réduction du Fe3+ présente dans le
complexe K3Fe(CN) 6 en Fe2+.

1ml de I'extrait a différentes concentrations (de 0 a 1 mg/ml) est mélangé avec 2ml d'une solution
tampon phosphate a 0,2 M (PH 6,6) et 2ml d'une solution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN) 6
a 1%. L’ensemble est incubé au bain marie a 50°C pendant 20 min, puis refroidit a la température
ambiante, ensuite, 2ml d'acide trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, les
tubes sont centrifugés a 3000 rmp pendant 10 min, 2ml de surnageant sont mélangés a 2,5ml de I'eau
distillée et 2ml d'une solution de chlorure ferrique a 0,1%.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait & 700 nm contre un blanc semblablement
préparé, en remplagant I’extrait par de 1’eau distillé qui permet de calibrer I’appareil (UV-VIS
spectrophotometre). Le contrble positif est représenté par une solution d'un antioxydant standard ;
I'acide ascorbique dont I'absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.
Une augmentation de I'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits
testés (Hubert, 2006).
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Figure 17 : Résultat De Pouvoir Réducteur
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11.5.Activité hypoglycémiante
I1.5.1.Etude de ’activité de I’extrait méthanolique de zizyphus lotus

(EMZI) sur la glycémie de rat

La glycémie des rats est mesurée a 1’aide d’un glucométre de marque Accu-Cheik Active et des
bandelettes réactives. Dans cette étude, les rats sont mis a jeun pendant 16 heures avant les

expériences. Les substances sont administrées par voie intra-péritoneale(IP).

Figure 18 : Injection des rats en IP Figure 19 : Préparation dEMZI

11.5.1.1.Effets dose-réponse d’EMZI sur la glycémie des rats en hyperglycémie

(provoquée par le glucose)

Pour cette étude, 15rats sont utilisés. Ils sont repartis en 5 lots de 3 rats.

v Lot 1: rats témoins positives qui recoivent 0.5ml du glucose (50%).

v' Lot 2 : rats négatives qui recoivent 0.5ml du glucose puis administration de 0.5ml de glycophage
(substance de référence).

v Lot 3 : administration de 0.5ml de glucose puis I’injection de 0.5ml de ’EMZI a la dose de 100 mg/kg
de PC.

v Lot 4 : administration de 0.5ml de glucose puis I’injection de 0.5ml de ’EMZI a la dose de 250 mg/kg
de PC.

v Lot 5: administration de 0.5ml de glucose puis I’injection de 0.5ml de ’EMZI & la dose de500 mg/kg
de PC.
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La glycémie des rats de chaque lot est mesurée juste avant I’administration (t0) des substances puis,
apres le traitement, elle est mesurée a 30 minutes, 1 heures, 2heures, et aprés 3heures et le pourcentage
de réduction de I’hyperglycémie provoquée est ensuite calculé.

Le prélevement de sang est effectué au niveau de veine marginale de la queue.

La détermination de la glycémie se fait avec un Glucométre (Accu Cheik). La goutte de sang
ponctionnée est déposée sur la zone active d'une bandelette. La lecture de la glycémie se fait

automatiquement.
11.5.1.2.Effets dose-réponse d’EMZI sur la glycémie des rats normoglycémiques.

Pour cette étude, 12rats sont utilisés. lls sont repartis en 4 lots de 3 rats. (Les rats sont mis a jeun
pendant 16 heures avant les expériences).

Lot 1 : rats témoins qui recoit 0.5 ml eau distillé.

Lot 2 : administration de 0.5ml de ’EMZI a la dose de 100 mg/kg de PC.

Lot 3 : administration de 0.5ml de ’EMZI a la dose de 250 mg/kg de PC.

Lot 4 : administration de 0.5ml de ’EMZI a la dose de500 mg/kg de PC.

D N NI NN

La glycémie des rats de chaque lot est mesurée juste avant I’administration (t0) d’EMZI puis, apres
le traitement, elle est mesurée a 30 minutes, 1 heures, 2heures, et aprés 3heures et le pourcentage de

réduction est ensuite calculé.
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I. Criblage phytochimique
Le screening phytochimique consiste a déetecter les differents métabolites secondaires existants dans

la partie aérienne de zizyphus lotus.

Ces tests photochimiques sont réalisés sur les extraits préparés dans différents solvants (eau -
méthanol, éther de pétrole).

La détection de ces composés est basée sur des essais de solubilité des constituants, des réactions de
précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 4 : Résultats des réactions de caractérisation des principaux métabolites secondaires contenus

dans I'extrait méthanolique de zizyphus lotus.

Métabolites Présence/  Coloration Photographie de résultat

Secondaires absence

Alcaloides (test de Mayer) +++ Précipité jaune
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Tanins +++ Brune verdatre
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Quinones libre

Stérols et

poly terpenes

++

+++

(sterols)

Jaune

Anneau vert
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Sucres réducteurs ++ Rouge brique
Flavonoides ++ Rose
Flavonoides glycosides 4+ Jaune

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

L’analyse phytochimique de I’extrait méthanolique de zizyphus lotus montre que cette plante contient
les composés phénoliques suivant ; les flavonoides, flavonoides glycosides, alcaloides, tannins,

tannins vrai, saponine, stérol et poly terpéne, sucre réducteur et quinone libre avec une quantité qui

difféere d’'un composé a un autre.
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Tous ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Borgi et al. (2007).0u I’analyse
phytochimique faite sur I’extrait méthanolique des feuilles montre la présence des composés

phénoliques (les flavonoides, les tanins et les saponines...etc.).
I1. Dosage sepectrophotométrique

11.1.-Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits de zizyphus lotus a été effectué par la méthode
sepectrophotométrique de Folin ciocalteu(FCR).
La teneur en polyphénols totaux est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait . On

utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée par I’acide gallique

(Figure20).

y =6,967x + 0,020
R?=0,987
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Figure 10 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.
La teneur en polyphénols totaux dans I’extrait méthanolique de zizyphus lotus est de I’ordre de
56.8mg GAE/g d’extrait.
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Tableau 5 : Teneurs en polyphenols totaux

Extrait Teneurs en polyphénols
Hydrométhanoliques 56.8 mg/g d’extrait

Notre extrait est apparait moins riche en polyphénols par comparaison avec les résultats obtenus par
Bakchiche et Gherib (2014) dont la valeur est de I’ordre de108.04mg/g dans I’extrait hydro alcoolique

des fruits et feuilles de Zizyphus lotus.

Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante a autre, cela peut
étre attribué a plusieurs facteurs :

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

- Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la plante
(Miliauskaset al .,2004).

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

de la teneur des phénols totaux (Lee et al., 2003).
11.2-Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode de trichlorure d’aluminium (Ahn et al.,2007).
La Rutine considérée comme controle positif a permis de réaliser une courbe d’étalonnage d’ou on a
calculeé la teneur en flavonoides des différents extraits de la plante qui est exprimée en mg équivalent

de la Rutine (ER) par gramme d’extrait. (figure2l).

y =3,607x - 0,031
R?= 0,965
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Figure 21 : Courbe d'étalonnage de la rutine.
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Tableau 6 : Teneurs en flavonoides totaux

Extrait Teneurs en flavonoides
Hydrométhanoliques 35.04 mg/g d’extrait

La teneur en flavonoides totaux dans ’extrait méthanolique de zizyphus lotus est de 1’ordre de
35.04mg RE/g d’extrait.

D’aprés les résultats obtenus on constate que notre extrait est plus riche en flavonoides par
comparaison avec les résultats obtenus par Bakchiche et Gherib (2014) dont la valeur est de I’ordre
de 14.32 mg/g dans I’extrait hydro alcoolique des fruits et feuilles de Zizyphus lotus.

D’aprés les résultats précédents, on constate que dans 1’extrait méthanolique, la teneur en polyphénols

est supérieure que celle des flavonoides
I11. Evaluation de I’activité antioxydante par diphényle-picryl-hydrazyl (DPPH)

La mesure de I’absorbance (ou densité optique DO) a été effectuée par spectrophotométrie a 517 nm.
A partir des valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages d’inhibition en utilisant la formule
donnée auparavant. Les valeurs obtenues ont permis de tracer la courbe (figure23) de la variation du
pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations d’extraits de la plante. Nous avons
déterminé graphiquement la concentration correspondante a 50 % d’inhibition (IC50), qui constitue

I’activité antioxydante des extraits étudiés.
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Figure 22 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de ’acide ascorbique




Résultats et discussion

=
.2
=
=
=
=
=
X

0.04 0.05 0.06

concentration mg/ml

Figure 23 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration d’extrait

L’activité antioxydante de I’extrait méthanolique d’zizyphus lotus a été évaluée par leur activité
inhibitrice sur une solution méthanolique du DPPH, les résultats seront comparés avec le standard
qui est I’acide ascorbique.

A partir des courbes des taux d’inhibition, nous avons pu déduire graphiquement les valeurs

d’IC50 de I’ AC ascorbique et de ’extrait méthanolique de la plante étudiée (figure24).

La valeur de L’IC50 est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante (taux d’inhibition 1%)
d'un compose, car elle reflete la quantité d'antioxydant requise pour neutraliser 50% de la
concentration initiale du radical libre dans le milieu. Plus la valeur d’IC50 est faible, plus l'activité

anti radicalaire d'un composé est appréciable.
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Figure 24 : Valeurs d’IC50 de 1'acide ascorbique et de I'extrait méthanolique

L’extrait méthanolique des feuilles de zizyphus lotus ont une activité antioxydante trés importante
leur IC50 est 0,046mg/ml, dont sa valeur est plus proche a celle d’acide ascorbique dont la valeur est
de I’ordre de 0,024mg/ml.

Nos résultats sont accords avec ceux obtenue par Bakchiche et Gherib (2014) dont la valeur d’IC50
est de I’ordre de 0.042 mg/ml.

Il a été démontré que les molécules antioxydant telles que 1’acide ascorbique, tocophérol, flavonoides
et les tanins reduisent et decolorent le DPPH en raison de leur capacité a céder ’hydrogéne (De

Pooter et al., 1986), ceci peut étre expliqué par la forte teneur en flavonoides, et polyphénols.
V. Pouvoir réducteur

L'activité antioxydante d'extrait de la plante étudiée zizyphus lotus a été évalué en utilisant la méthode
de FRAP (Ferric reducing antioxydant power).

Cette derniere est un essai simple, rapide et reproductible. 11 est universel peut étre appliqué aussi
bien chez les plantes que les plasmas et dans les extraits organiques et aqueux (L.i et al., 2008).
L’activité réductrice du fer est estimée par la concentration efficace(CE50) qui correspond a une
absorbance égale a0.5.les valeurs de CE50 sont obtenues a partir de la courbe de régression linéaire

entre la concentration de I’extrait et la densité optique (khadhari et al.,2012).

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provogue la réduction de Fe3+/ complexe
ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe2+ peut étre évalué en mesurant et en surveillant
I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700nm. (Chung et al.,
2002).
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La figure 25 représente le pouvoir réducteur de l'acide ascorbique, et de I'extrait méthanolique de
zizyphus lotus a différentes concentrations.
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Figure 25 : Pouvoir réducteur de I'extrait méthanolique et I’acide ascorbique.

D’apres nos résultats, nous avons remarqué chez 1’extrait testé I’augmentation de la réduction du fer
est proportionnelle aux concentrations utilisées, C’est a dire le pouvoir réducteur et les concentrations
dépendantes.

A une absorbance de 0,5nm, le pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique zizyphus lotus est égale
a CE50= 0.618mg/ml et cette valeur, elle est nettement moins forte a celui de I’acide ascorbique
(CE50=0.380mg/ml) (Figure 25).

Donc ces résultats montrent la présence des composés phénoliques tels que les polyphénols, les
flavonoides dans I’extrait MET qui possédent la propriété de piéger les radicaux libres et de réduire
les oxydants.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvé par Bakchiche et Gherib (2014) que I’extrait

méthanolique de zizyphus lotus possede une activité important par la méthode de FRAP.
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V. Activité Anti hyper et Hypoglycémiante de I’extrait méthanolique de zizyphus
lotus

V.1.Effets dose-réponse d’EMZI sur la glycémie des rats en hyperglycémie

(provoquée par le glucose)

Chez un groupe des rats témoins négatifs, 1’administration de glucose a 50% entraine une
hyperglycémie significative qui apparait au bout de 30 mn. (Voir tableau?7)

Chez un groupe des rats témoins positifs, I’administration de glucose a 50% et de glycophage entraine
une hyperglycémie significative qui apparait au bout de 30 mn

Chez un groupe des rats traités, ’administration de glucose et ’EMZL a différents doses (100mg,
250mg, 500 mg) entraine une hyperglycémie significative qui apparait aussi au bout de 30 mn. (Voir
tableau?7)

La variation de la glycémie chez les rats témoins et traités :
Les témoins :

Chez les témoins négatifs (apres administration de glucose)

On constate une réduction de la glycémie de 7.96% a T60qui passe a 9.73% a T120, cette diminution
a atteint 12.38% a T180. (Tableau 7)

Cher les témoins positifs (aprés administration de glucose puis glycophage.)(Tableau 7).

On constate une réduction de la glycémie de 10.13% a T60 qui passe a 42.56% a T120, cette
diminution a atteint 43.24% a T180.

Les rats traités :

- Aladose 100mg/kg
On constate une réduction importante de la glycémie de35.8 % a T60qui passe a47.05% a T120, cette
diminution atteint 57.22% a T180.

- Aladose 250mg/kg
On constate une faible réduction de la glycémie de3.5% a T60 qui passe a6.14% a T120, cette
diminution a atteint 13.15% a T180.

- Aladose500mg/kg :
On constate une réduction de la glycémie de2.45% a T60qui passe a9.31% a T120, cette diminution
reste constante a T180 (32.84%). (Tableau 7).

E
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Tableau 7 : Pourcentage de réduction chez les rats témoins et traités en hyperglycémie

Avant 30min 1heur 2heur 3heur
Témoin(+) 0.72+0.26 1.13+0.53 1.04+0.42 1.02+0.05 0.99+0.13
%Réduction 0 10.13 42.56 43.24
Témoin(-) 0.8+£0.05 1.48+0.08 1.33£0.11 0.85+0.33 0.84+0.14
%Réduction 0 7.96 9.73 12.38
100 mg 1.13+0.085 1.87+0.11 1.20£0.17 0.88+0.09 0.80+0...06
%Réduction 0 35.8 47.05 57.22
250mg 0.54+0.11 2.28+0.43 2.20+0.27 2.14+0.22 1.98+0.06
%Réduction 0 3.5 6.14 13.15
500mg 1.2640.22 2.04+0.55 1.99+0.60 1.85+0.64 1.37+0.30
%Réduction 0 2.45 9.31 32.84

Parmi ces résultats on trouve que la dose 100mg/kg d’EMZI a donné une meilleur activité anti
hyperglycémiant par rapport au d’autres doses. (Tableau?).
La variation de la glycémie obtenue apres administration d’EMZI a la dose 100mg/kg est plus

importante par rapport au celle du groupe témoins positives.
V.2Effets dose-réponse d’EMZI sur la glycémie des rats normoglycémiques

Chez les rats témoins et traités, on constate une diminution de la glycémie tous les 4 heures
(Tableaus8).

La variation de la glycémie chez les rats témoins et traités :
Les témoins :

Chez les témoins On constate une réduction de la glycémie de 7.81% a T60qui passe a 32.81% a
T180.

-
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Les rats traités :

- Aladose 100mg/kg
On constate une réduction importante de la glycémie de20.97% a T60qui passe a41.95% a T120, cette
réduction a atteint 45.45% a T180.

- Aladose 250mg/kg
On constate une faible réduction de la glycémie del8.43% a T60 qui passe al3.47% a T120, cette
réduction a atteint38.70% a T180.

- Aladose500mg/kg :
On constate une réduction de la glycémie del19.42% a T60qui passe a24.46% a T120, cette réduction
a atteint a 25.17% a T240.

Tableau 8 : Pourcentage de réduction chez des rats normoglycémiques.

Avant 30min 1heur 2heur 3heur
Témoin 0.44 £0.11 0.64+0.12 0.59+0.04 0.51+0.11 0.43+0.11
%Réduction 0 7.81 20.31 32.81
100mg 1.21 +£0.05 1.43 £0.09 1.13+ 0.39 0.83+0.03 0.78 £0.06
%Réduction 0 20.97 41.95 45.45
250mg 0.75 £0.54 1.41+0.09 1.15+ 0.11 1.22 +0.38 0.87 £0.23
%Réduction 0 18.43 13.47 38.70
500mg 1.29 £0.11 1.39+ 0.15 1.12+ 0.80 1.05 +£0.69 1.04 £0.37
%Réduction 0 19.42 24.46 25.17

Parmi ces résultats on trouve que la dose 100mg/kg d’EMZI a donné une meilleur activité
hypoglycémiante par rapport au d’autres doses.

La variation de la glycémie obtenue aprés administration d’EMZI a la dose 100mg/kg est plus
importante par rapport au celle du groupe témoins.

En concluent que I’extrait méthanolique zizyphus lotus possede une activité hypoglycémiante

important.

-
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Les résultats de cette étude sont en accord avec les travaux de (Yansambou .,2002) qui ont montré
une diminution de 56,02% de la glycémie pour le macéré des feuilles de Zizyphus mauritiana a la

dose de 150mg/kg chez les lapins lors de test sur I’hyperglycémie temporaire.

D’autres travaux d’(Adama et al,. 2016) montrent I’effet hypoglycémiant chez les différentes

especes de genre zizyphus.

E
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Conclusion
La biodiversité végétale de Sahara est caractérisée par la présence des plantes médicinales riche en

métabolites secondaires ayant un grand pouvoir thérapeutique contre plusieurs maladies.

Ce travail avait pour objectifs d’évaluer I’activité antioxydante et hypoglycémiante d’extrait des
feuilles de zizyphus lotus qui sont utilisé en pharmacopée traditionnelle comme sédatif, analgésique,

tonique et anti-inflammatoire... etc.

Le criblage phytochimique mis en évidence la présence des composés phénoliques, les flavonoides,
les tannins, les tannins vrai les saponines, les alcaloides, les quinones libre, les sucres réducteurs et
les stérols et poly terpene avec une quantité qui differe d’un composé a un autre.

Le dosage des phénols totaux d’extrait méthanolique par la méthode du Folin-ciocalteu a montré un
teneur égale a 56.8mg GAE/g d’extrait.

D’autre part, le dosage des flavonoides par la méthode d’Alcl3 a révélé un teneur égale a35.04mg
RE/g d’extrait sec. On trouve que la plante est plus riche en polyphénols que des flavonoides.
L’activité antioxydante des extraits des feuilles est évaluée par le test antiradicalaire qui consiste a
estimer la capacité de piégeage du radical libre DPPH, les résultats obtenus montrent que 1’extrait
possede un grand pouvoir antioxydant dont la valeur d’IC50est 0.046 mg/ml.

D’autre part, la méthode du pouvoir anti oxydant par Réduction du Fer (FRAP) montré que 1’extrait
méthanolique posséde un pouvoir réducteur éleve.

En perspective, il serait fort intéressant de compléter cette étude in vitro par une expérience In vivo
et de s’en assurer de I’innocuité totale chez un modé¢le animal de choix, a méme capable de vérifier
d’autres propriétés biologiques comme I’activité hypoglycémiante.

L’étude de l’activité hypoglycémiante a permis de démontrer une activit¢ hypoglycémiante
importante de I’extrait chez les rats a la dose de 100mg/kg,

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

de métabolites secondaires pour la recherche dans le futur.







Annexes :
I-Criblage phytochimique :
I-1-Préparation de la solution d'hydroxyde de sodium (NaOH) 1/10 :

1/10 c’est-a-dire 0,1N
Masse molaire NaOH = 40 g/ mol

40g —> 1N

Xg - 0,1N Donc X =4g¢g
4g - 1000 ml

Xg — 50 ml Donc X =0,2¢g

Dissoudre 0,2 g de NaOH dans 50 ml d’eau distillée (solution mére).

Faire la dilution 1/10 c’est-a-dire prendre 1 ml de la solution meére et complété avec 9ml d’eau

distillée.
I-2-Préparation de réactif de Mayer :

-Chlorure de Mercure (HgCl2) 2,70g
-lodure de Potassium (KI) 10g
-Eau Distillée 20 ml

I-3-Préparation solution de chlorure ferrique (FeClz) a 1% :
Dissoudre 1 g chlorure ferrique dans 100 ml d’eau distillée.
I-4-Préparation de la Liqueur de Fehling :

Solution A :
Dans un erlenmeyer de 250 ml : Dissoudre 7g de sulfate de cuivre penta hydraté dans 100 ml

d'eau distillée.
Solution B :

Dans un erlenmeyer de 250 ml : Dissoudre 34,6 g de tartrate double de sodium et de

potassium, 10 g d'hydroxyde de sodium dans 100 ml d'eau distillée.



I-4-Préparation de la solution d'hydroxyde de potassium (KOH) :

Dissoudre 1 g d’hydroxyde de potassium dans 100 ml d’eau distillée.

II-Dosage des polyphénols totaux :

II-1-Préparation de Folin-Ciocalteu 1/10
Meélanger 1ml de Folin-Ciocalteu avec 9 ml d’eau distillée.
I1-2-Préparation de carbonate de sodium 7,5 %

7,59 - 100ml
Xg - 50ml Donc X = 3,75¢g

Dissoudre 3,75g de carbonate de sodium dans 50ml d’eau distillé.
II-3-Préparation de standard (acide gallique) 0,1 mg/ml

0,1mg - 1ml
Xmg — 20ml Donc X = 2 mg
Dissoudre 2mg d’acide gallique dans 20ml d’eau distillé.

I1-4-Préparation de I’extrait 1mg/ml

Dissoudre 10 mg d’extrait méthanolique brut dans 10 ml de méthanol (solution mere).

Faire la dilution 2/10 c’est-a-dire prendre 2 ml de la solution mere et complétée avec 8 ml de

méthanol
III-Dosage des flavonoides :

III-1-Préparation de trichlorure d’aluminium (AICl3) 2% :

2% c’est-a-dire 2g — 100ml
Xg—->50ml DoncX=1g

Dissoudre 1g de trichlorure d’aluminium dans 50 ml de méthanol.

III-2-Préparation de standard (Rutine) 0,1 mg/ml :
0,1mg —» 1ml
Xmg — 10ml Donc X =1mg

Dissoudre Img de la Rutine dans 10ml d’eau distillée


https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydroxyde_de_potassium
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Résumé

Zizyphus lotus une plante médicinale connu dans 1’Algérie sous le nom vernaculaire Sedra, utilisée
dans la médecine traditionnelle de Nombreux pays, analgésique, et anti-inflammatoire.
Hypoglycémiante.

Cette étude est une contribution scientifique a la détermination de certains composés
photochimiques, ainsi que 1’étude de quelques activités biologiques in- vitro et in-vivo de 1’extrait
méthanolique des feuilles de Zizyphus lotus.

L’analyse qualitative de cet extrait par les tests colorimétrique a révélé la présence des composés
phénoliques, les flavonoides, les tannins, les tannins vrai les saponines, les alcaloides, les quinones
libre, les sucres réducteurs et les stérols et poly terpene.

Ceci est confirmé par une analyse quantitative basée sur le dosage, des polyphénols totaux et des
flavonoides totaux, dont la teneur en polyphénols totaux est de I’ordre de56.8mg GAE/g d’extrait
sec, et la teneur en flavonoides totaux est de 1’ordre de 35.04mg RE/g d’extrait sec.

L’étude de I’activité antioxydante par la méthode du DPPH montre que 1’extrait posséde un grand
pouvoir de piéger ce radical avec des CI50 de I’ordre de 0,046mg/ml, la méthode du pouvoir anti
oxydant par Réduction du Fer (FRAP) montré que I’extrait méthanolique posséde un pouvoir
réducteur élevé.

Le test pharmacologique réalisé in vivo chez les rats albinos Wistar, a montré que 1’extrait
méthanolique de Zizyphus lotus L. posséde une meilleur activité hypoglycémiante a la dose
100mg/kg.

Mots clés : Zizyphus lotus, composés Phénoliques, flavonoides activité antioxydante, activité

hypoglycémiante.



Abstract

Zizyphus lotus a medicinal plant known in Algeria under the vernacular name Sedra, used in
traditional medicine of many countries, analgesic, anti-inflammatory and Hypoglycemic.

This study is a scientific contribution to the determination of certain photochemical compounds, as
well as the study of some in vitro and in-vivo biological activities of the methanolic extract of
leaves of Zizyphus lotus.

The qualitative analysis of this extract by colorimetric tests revealed the presence of the compounds
phenolics, flavonoids, tannins, true tannins, saponins, and alkaloids, free quinones, reducing sugars
and sterols and polyterpene.

This is confirmed by a quantitative analysis based on the assay, total polyphenols and total
flavonoids, whose total polyphenol content is of the order of 56.8mg GAE/ g of dry extract, and the
content of total flavonoids is of the order of 35.04 mg RE / g of solids.

The study of the antioxidant activity by the method of DPPH shows that the extract has a great
power to trap this radical with IC 50 of the order of 0.046 mg / ml, the method of antioxidant power
by Reduction of Iron ( FRAP) showed that the methanolic extract has a high reducing power. The
pharmacological test carried out in vivo in Wistar albino rats, has shown that the methanolic extract
of Zizyphus lotus L. has a better hypoglycemic activity at a dose of 100 mg. /Kg.

Key words: Zizyphus lotus, Phenolic compounds, flavonoid antioxidant activity, hypoglycemic

activity.
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