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Résumeé

Zizyphus. lotus L. ou «Sedra», espece de la famille des Rhamnacées, se
trouve dans des zones arides, semi-aride et saharien. Cet arbre fruitier, peut étre
utilisé comme source de substances naturelles (huiles végétales, polyphénols,
vitamines, etc...), utilisée par la population algérien, cas Tamanrasset, El Oued et
Médéa. L’espéce Z. lotus L. est tres utilisé en médecine traditionnel pour ses
propriétés thérapeutiques, elle est cependant inexplorée sur les plans
phytochimique et biochimique en relation avec le métabolisme
secondaire des polyphénols et des saponines. Dans le but de contribuer a la
bonne connaissance de la plante en algérie, afin de valoriser cette espece
menacée, une enquéte ethnobotanique a été menée, 150 informateurs y compris
des guérisseurs traditionnels des habitants et des villageois compétents sont
interviewés. Une caractérisation physicochimique et phytochimique de I'espeéce,
identifiant ses principales biomolécules (composés phénoliques et saponine), avec
une étude de ses activités biologiques sont abordées.

Les analyses quantitatives des composés phénoliques issus de différents
organes de Zizyphus lotus L. révélent la présence de quantités moyennement
importante. Sur le plan qualitatif, la composition polyphénolique de feuille et de
graine de Z.lotus L. de trois régions déterminer par la technique
chromatographique liquide a haute performance ont permis de détecter et
identifier quatre composés majoritaire: Berbérine (10,7%), Robinine (8,1%) ;
Rutine (20,3%) ; Indole-3-carboxylique (27,4%) dans I'extrait méthanolique des
feuilles de Z. lotus L. de Tamanrasset, El Oued et Médéa, Six composés
majoritaires, acide ascorbique
(25,7%);acidegallique(8,1%),Indolecarboxylique(7,8%);Kaempferol(10,2%) ;
Kaempferol-3-O-rutinoside (10,4% et 25,9%) respectivement dans les graines de
Médéa, Tamanrasset et El Oued.

L’évaluation du pouvoir antioxydant des différents extraits aqueux et
organiques des feuilles et des graines de plantes de trois régions, montre que tous
les extraits testés présentent des capacités antioxydants relative. Tous les extraits
présentant une teneur importante en polyphénols possede une forte capacité
antioxydante, ou on observe une corrélation positive (r=0,552 + 0.19 mg.ml-1).
Quant a lactivité antifongique, I'extrait foliaire d’acétate d’éthyle et I'extrait
méthanolique ont présenté une forte inhibition sur la croissance mycélienne
des deux souches de Fusarium aveaceanum, F. culmorum testées. L’étude du
pouvoir antibactérien de I’extrait méthanolique présente une activité intéressante
vis-a-vis de Kleibsiella pneumonia, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, et
Pseudomonas aerugenosa avec un taux dinhibition (3010,2; 2510,1; 22+40,1;
18+0,1) respectivement et un CMB/CMI<4.



Ce pendant I'éxtraits aqueux de Z. lotus L. présente une efficacité importante
aux doses testées contre les insectes des denrées stockées étudiés soit le
Tribolium castaneum Herbest. L’activité antidiabétique sur des lapins a montrer
gue I'extrait aqueux de Z. lotus L. a exercé une activité anti-hyperglycémie notable
similaire a celle de la metformine, l'activité anti-inflammatoire de ['extrait
méthanolique de
Z. lotus L. de la région de Tamanrasset a montrer son effet anti -inflammatoire
vis-a-vis des souris malades, donc nous pouvons dire que I'extrait méthanolique
de
Z. lotus L. de Tamanrasset et d’El Oued exerce une action anti-inflammatoire
comparable a celle du produit de référence.

Mots clés : Zizyphus lotus L., Etude ethnobotanique, composés phénoliques,
activités biologiques, activité antioxydante, activité antifongique.



Summary

Zizyphus lotus L. or “Sedra”, a specie of the Rhamnaceae family, is found in
arid, semi-arid and saharian areas. This fruit tree can be used as a source of
natural substance like vegetal oils, polyphenols, vitamins, etc....). In order to
contribute to the good knowledge of the plant in Algeria, to enhance this
threatened species, an ethnobotanic survey has been conducted; 150 informants,
including traditional healers of the inhabitants and competent villagers, are
interviewed. A morphological and biochemical characterisation of the species with
a study of its biological activies is discussed

The phenolic composition of the leaves and seeds of Z.lotus L. of three region
determined by CLPH highlights the presence four major compound: (berberine
10,7%; robinine 8,1%; rutin 20,3%, indole-carboxylic 27,45%) in the methanolic
extract of the leaves of Z.lotus L. from Tamanrasset, El Oued and Medea. Six
major compounds (ascorbic acid 25,7%; gallic acid 8,1%; indol 3 carboxylic(99%)
7,8%; Kaempferol 10,2%; kaempferol3-Orutinosid 10,4 and 25,9%), in the seeds
from Medea,Tamanrasset and El Oued.

The assessment of the antioxidant power of the agueous and organic extracts of
leaves and seeds of plant from three regions using two different technique: the
trapping of the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrozyl radical (DPPH), and the reduction of
the ferric ion (FRAP), shows that all the extracts tested have relative antioxidant
capacity all extracts with a significant polyphenol content have a high antioxidant
capacity, where there is a positive correlation (r= 0,552 for DPPH).

The various extracts (aqueous, methanol, ethyl acetate and chloroform) tested
on eleven strains using the agar diffusion technique and the liquid macrodilution
method, show that EMeOH has interesting antibacterial activity with Klebseilla
pneumonia, Staphylococcus aureus ,Escherichia coli and Pseudomonas
aerugenosa with an inhibition rate(%): 30+0,2; 25+0,1; 22+0,1; 1840,1.

In addition, the best inhibitory activity is bactericidal (CMB/CMI<4) is obtained
with the EMeOH of the leaves of Medea Zizyphus .lotus L. Some apolaire raw
extract, such as ethyl acetate extracts, an also subjected to a very interesting
antifungal effect with an inhibition rate (%): (96, 3 0, 24(a); 77, 50, 3(a); 87, 5
+0,3(a)) Alternaria sp, Fusarium avenaceum and Fusarium culmorium. However
the powder and the various aqueous extracts have significant efficacy at the
doses tested against insects in the stored foods studies Tribulium castaneum
herbest.

In vivo studies were conducted to determine anti-diabetic and anti-
inflammatory activity rabbit and swiss mice. showed that the aqueous extracts of
Z.lotus L. had a significant anti-hyperglycaemic activity similar to that of metformin,



for all the extracts tested the anti-inflammatory activity of EMeOH of Z.lotus L. of
the Tamanrasset and El Oued regions in addition,

Keywords: Zizyphus lotus L., ethnobotanic,, Polyphenolic extracts, antioxidant
activity, antifungal activity.
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LISTE DES ABREVIATIONS

°C : Degré Celsius

Fig. : Figure

g : gramme

mg : milligramme

Kg : kilogramme

L: litre

mL : millilitre

ML : microlitre

m : metre

mm : millimétre

cm : centimétre

Mm : micromeétre

min : minute

mM : millimolaire

M : molaire

NaOH : Hydroxyde de sodium
N : Normale

V : volume

MeOH : Methanol

CHCIs : Chloroforme

Aq : Aqueux

AcOH :Acetate d’éthyle

ESOX : Extraction par Soxhlet
Z.lotus L. : Zizyphus lotus L.
EMeOH : Extrait Methanolique
EAg : Extrait aqueux
ECHCI3 : Extrait chloroformique
EAcOH : Extrait acétate d’éthyle
AA : acide ascorbique
AICl3 : Chlorure d’aluminium

ATCC : American Type Culture Collection



BHA : butylhydroxyanisole

BHIB : Bouillon coeur cervelle

CE50 (CI50) : Concentration inhibitrice a 50%

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice
CMB : Concentration Minimale Bactéricide
DMSO : Diméthyle sulfoxide

DO : densité optique

DPPH : 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle
EAG : équivalent d’acide gallique

EC : équivalent de catéchine

EQ : équivalent de quercetine

FeClI3 : Chlorure de fer

FRAP: Capacité réductrice ferriques
/antioxidant power).

MS : Matiére séche

MH: Muller Hinton

*OH: radical hydroxyl

ROO* : radical peroxyde

ROOH : peroxydes organiques

UFC : Unité Format Colonie

UV : Ultraviolet
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INTRODUCTION

Depuis tres longtemps, les traditions humaines ont su développer la
connaissance et l'utilisation des plantes médicinales. La phytothérapie est I'art de
se soigner par les plantes [2], c’est une médecine trés ancienne. Actuellement, de
nombreux médicaments tirent leur origine des plantes médicinales. Cette forme de
médecine ne s’oppose pas aux autres thérapies, elle augmente I'efficacité d’un
traitement ou atténue ses effets secondaires [1].

L’Algérie, par sa situation géographique entre la méditerranée et I’Afrique sub-
saharienne, possede un patrimoine naturel, caractérisé par une grande diversité
végetale. Ces ressources vegeétales sont réparties dans les cotes, les montagnes,
les steppes et le Sahara, avec plus de 3000 espéces veégeétales appartenant a
plusieurs familles botaniques, et dont certaines sont endémiques [3 et 4].

Les plantes produisent un grand nombre de composés, et beaucoup de
métabolites secondaires qui ont un role défensif pour les plantes. Ces derniers
ont plusieurs intéréts dans les industries alimentaires, pharmaceutiques et
cosmeétiques. lls sont aussi utilisés comme herbicides, insecticides ... Parmi ces
métabolites, les alcaloides, les composés phénoliques, les terpenes, les
saponines et les acides gras se trouvent dans toutes les parties de la plante mais
leur distribution s’établit en fonction du role qu’ils jouent dans la plante.

Actuellement, les composés phénoliques sont tres utilisés dans le traitement de
certaines maladies et dans la préservation des aliments contre I'oxydation comme
alternative aux produits chimiques de synthese.

Le genre Zizyphus fait partie de la famille des Rhamnacées, il comporte environ
100 especes [5]. En Algérie, ce genre est représenté par 3 especes : Z. jujuba, Z.
mauritiana, et Z. lotus. Les espéces de ce genre sont tres utilisées dans la
médecine traditionnelle pour traiter les troubles du tube digestif, le foie, les
affections respiratoires, et les piqures des viperes.

Des études biochimiques sur le genre Zizyphus ont montré leur richesse en
vitamines A, E, hétérosides, terpenes et en alcaloides cyclopeptides. Ces
composés sont utilisés pour leurs effets anti- inflammatoire, diurétique, pectoral,

et aussi leurs propriétés hypoglycémiantes



Au regard de lI'importance de I'utilisation des espéces du genre Zizyphus en
médecine traditionnelle et afin de valoriser les plantes aromatiques et médicinales
des zone aride, semi-aride et du Sahara algérien, nous nous sommes intéressés a
I’étude biochimique et biologique des métabolites secondaires de Zizyphus lotus
L. (jujubier), ainsi que I'évaluation des activités insecticide, anti-inflammatoire et
antidiabétique sur des souris et des lapins de race mixte.

Notre travail présente un double objectif :

- Le premier objectif est biochimique, il vise a identifier les principales
biomolécules (les saponines et les composés phénoliques) de la partie aérienne
de Zizyphus Iotus de trois régions du pays, par des techniques
spectrophotométriques chromatographiques et de déterminer leur propriétés
biologiques : activité antioxydante, activité antimicrobienne et insecticide.

- Le second obijectif est thérapeutique, il s'intéresse a I'étude in vivo sur des
souris et des lapins de race mixte, afin de comprendre leur pouvoir thérapeutique
et d’évaluer leur activité anti-inflammatoire et antidiabétique.

Cette étude s’articule autour de trois chapitres:

Le premier chapitre regroupe des données bibliographiques sur la plante
etudiée : systématique, description botanique, utilisations thérapeutiques, et sur
les principales classes de métabolites secondaires, et leurs activités biologiques .

Le deuxieme chapitre, illustre les différentes méthodes utilisées dans
lexpérimentation  (Enquéte ethnobotanique, échantillonnage, extraction,
séparation des meétabolites par chromatographies liquide a haute performance
(HPLC), activités biologiques (antioxydante , antimicrobienne et insecticide),

ainsi qu’une étude d’évaluation des activités anti-inflammatoire et antidiabétique ).

Le troisieme chapitre, se consacre a la présentation des résultats de I'étude in
vitro et in vivo de la plante étudiée des trois régions et a leurs interprétations et

discussions
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CHAPITRE 1
SYNTHESES BIBLIOGRAPHIQUE

|. Généralités sur la plante étudiée : Zizyphus lotus L.

1.1. La famille des Rhamnacées

1.1.1. Description Botanique

La famille des Rhamnacées inclut plus de 900 espéces répartis dans 54 genres,
dont les principaux sont Phylica (150 espéces), Rhamnus (100 espéces),
Zizyphus (100 espéces) et Ceanothus (55 especes) [5]. Cette famille est divisée
en 11 tribus répartis en sous-familles les Ziziphoides, les Rhamnoides et les

Ampeloziziphoides [6].

Les Rhamnacées sont presque toutes arbustives, quelquefois épineuses
(Rhamnus, Paliurus) ou lianescentes (Berchemia). Les feuilles, alternes ou sub
opposeées, stipulées, sauf chez les Phylica, sont simples. Les Paliurus du sud de
I'Europe et de I'Asie sont des arbrisseaux épineux du fait de la transformation des
stipules. Chez Z.spina-christi, les deux épines dune méme feuille sont
dissemblables, l'une est droite et l'autre courbe. Beaucoup de Ziziphus des pays
chauds, montrent aussi des stipules épineuses dimorphes. Les fruits sont trés
variés ce sont généralement des drupes ou des capsules a déhiscence ventrale.
Lorsque ces derniers sont indéhiscents, ils montrent souvent des adaptations a la
dispersion par le vent, comme l'aile du fruit de Paliurus. Les graines n'ont pas ou

guere d'albumen et renferment un grand embryon droit [6, 7].

Les fleurs généralement de petites tailles sont visitées par des mouches, des
abeilles des guépes et des coléoptéeres, elles peuvent étre allogames. Les graines
de genre a fruits charnus comme Rhamnus, sont généralement disséminées par

les oiseaux et/ou les mammiféres.



1.1.2 Classification botanique des Rhamnaceées [7]

Regne

Plantae

Embranchement

Spermatophyta

Sous-embranchement

Angiospermes

Eudicotylédones

Noyau des Eudicotylédones, Rosidées,

Fabidées
Ordre Rosales
Famille Rhamnaceae

1.2. Zizyphus lotus L.
1.2.1. Etymoloqie :

Le mot « Zizyphus » dérive du nom grec «Ziziphon» [8], alors que les Berbere

utilisent I'appellation «Zizoufou Zuzaifo» [9]. Cette appellation est reliée a I'ancien

nom Persique « Zizfum ou Zizafun» [10,11], et communément appelé en Algérie «

Sedra, azuggwar » [12]. C'est le Sedra des Arabes, le Tazoura des Berbéres [13

et 14].

Le jujubier, de l'arabe Zizouf [15,16]. Le nom latin du jujubier est Zizyphus :

désignant l'arbre et son fruit. lotus: désigne des plantes de la famille des

légumineuses [17].

1.2.2. Position systématique

Selon Jacamon M [18], le jujubier est classé comme sulit :




Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Rosidae

Ordre Rhamnales
Famille Rhamnaceae
Genre Zizyphus
Espece Zizyphus lotus L.

a) Synonymes botanique [15] :
Les synonymes de cette espéce décrits dans la littérature sont :
Zizyphus lotus Lam.,
Zizyphus lotus Aitch.
Zizyphus rotundifolia,
Zizyphus lotus Blanco,
Zizyphus lotoidea (St. Lag.)

Rhamnus lotus L.

b) Nom vernaculaires [19]
Nom arabe : Zizouf, o5t/ sedra, s /sidr, s /sidr barri sl s
Nom anglais : African jujube, Lotus tree, lotus jujube.
Nom francais: Jujubier sauvage, jujubier de Berbérie, Jujubier des Lotophages

Nom allemand : Wilde Jujube.

1.2.3. Description botanique de la plante

Zizyphus lotus L. Desf. (Figure 1.1) est un arbuste fruitier tres ramifiée. Cet
arbre pousse jusqu'a 1,5 m de hauteur, se développe sous forme de touffes
buissonnantes. Chaque touffe comprend plusieurs rejets [20, 21]. Les rameaux
sont recourbés vers le bas, flexueux, blanc grisatre a épines droites ou
recourbées, poussant en zigzag [22]. Les feuilles sont courtement pétiolées,
glabres, caduques alternées, ovales a marges entiéres, faiblement rigides de 7 a 9

mm de large et de 9 a 13 mm de long. Les fleurs sont jaunes, groupées en



inflorescence cymeuses. Le fruit est une drupe sphérique dont le noyau osseux
biloculaire, sont soudé en une seule masse [23], et il contient 2 graines [24].petits
et ronds recouverts d’'une pulpe demi-charnue, trés vite séche, riche en sucre
[25]. La plante fleurit au mois de mai et donne des fruits au mois d’Aolt [26, 27 et
28]. Cet arbrisseau a une croissance tres lente et commence a porter des fruits

vers I'age de 4 ans. lls peuvent continuer a paraitre vers 20 a 25 ans [29].Le

Jujubier résiste bien a la sécheresse [15].

Figure 1.1 : Aspect général, de Zizyphus lotus L.
(photos Original)

1.2.4. Répartition géographique

Zizyphus.lotus L. est une espéce steppique. Elle présente une vaste répartition
géographique, depuis le sud de I'Europe (Espagne, Portugal, Sicile, Gréce)
jusqu’aux steppes d’Asie, a travers I'Afrique du nord, (Tunisie, Maroc et I'Algérie)
[30,31]. Cette espece est d’'origine méditerranéenne [32 et 33].

En Afrique du Nord, Zizyphus lotus est trés répandue sur les hauts plateaux, les
paturages rocailleux et les terreux des plateaux des basses montagnes [34, 35 et
36].



Zizyphus.lotus L., résiste a la secheresse. Elle est présente sous les bioclimats
arides et semi arides a variante chaude, tempéré et fraiche, généralement, dans
les étages du Thermo-méditerranéen et Méso-Méditerranéen [36].

Cette espéce supporte des niveaux de salinités modérément élevés. Elle est
abondante dans des sols, a texture fine, assez bien drainées. Dans le sud, elle
pousse sur des sols bruns steppiques de texture moyenne et en extréme sud sur

des sols sableux [37]

En Algérie, Zizyphus lotus L. (Figurel.2) est répandu dans toute I’Algérie sauf le
Tell Algéro-Constantinois [4], sur les Dayas, les dépressions et les zones plus ou
moins humides. Il est présent au Sahara central, la sous-espece saharae pousse
dans les oueds rocailleux et s’accroche jusqu’aux falaises [16]. IL constitue un

moyen de lutte naturel contre I'érosion et la désertification [21].

/o . y § '
J Aire géographigue du Ziz.\tpbus lotus.
S : N ; _

> //v' (\

Figure 1.2 : Répartition géographique de Zizyphus lotus L en Algérie [4].

1.2.5. Ecologie
Le genre Zizyphus est connu par sa tolérance a la sécheresse et sa grande

résistance a la chaleur [38, 39]. Il peut étre rencontré dans des zones désertiques



avec des précipitations trés faibles [40]. [41] ont signalé que 42 % des explants
peuvent se développer dans les plaines alluviales, 23 % dans les montagnes, 22
% dans les vallées et 13 % dans les collines.

En effet, cette espéce est capable de se développer sur tout type de sol et elle
est indifférente a la salinité modérée. En plus, elle peut supporter une large
gamme de température. Indifférente au sol, Zizyphus peut se développer sur des
altitudes pouvant atteindre les 1550 m [42].

lls jouent un réle trés important dans la conservation des sols grace a leurs
systemes racinaires profonds et vigoureux qui permettent une stabilisation des

substrats et protegent ceux-ci contre I'érosion [43].

1.2.6. Propriétés et utilisation

Les plantes sont bien connues par leur utilisation comme matiere premiére pour

le traitement de nombreuses maladies [44].

- Utilisations alimentaires :
Les jujubes se consomment de différentes maniéeres. Ills sont consommés
comme aliment frais, conservés, secs, ou utilisés en confiserie et patisserie, et

leur jus peut étre utilisé pour la préparation de boissons rafraichissantes [45].

En Inde, les fruits mdrs sont utilisés pour la préparation des produits secs
semblables a ceux de la datte seche. Ils sont consommés en hiver comme dessert
[46]. Le miel issu du butinage de ses fleurs est un miel de haute qualité nutritive
agréable et médicinale [47]. Le fruit de Zizyphus lotus L. est aussi utilisé pour la
confection du pain appelé Oufers chez les Touaregs. En Chine, ce fruit est trés

utilisé pour la fabrication du vin, consommé glacé ou avec du thé [24].

- Utilisations médicinales
Les especes du genre "Zizyphus" sont employées largement en médecine

traditionnelle pour le traitement de diverses maladies telles que : les troubles



digestifs, la faiblesse, les problémes du foie, I'obésité, les infections urinaires, le

diabéte, les infections de la peau, la fiévre, la diarrhée et I'insomnie [48 et 49].

Des études ont démontré, la présence de six alcaloides cyclopéptidiques et
guatre saponines dans les racines de cette espéece ce qui lui a donné une activité
antibactérienne [34]. Les racines sont utilisées pour traiter les maladies
pulmonaires (considérées comme bronchodilatateur), le rhumatisme, I'arthrite,
ainsi qu’elles sont considérées comme fébrifuges et cicatrisantes. [50, 24]. Les
feuilles ont des effets hypoglycémiants, ainsi qu’une activité antiseptique et
désinfectante [51,36].

L'infusion des fleurs est utilisée comme un fébrifuge et un désinfectant pour les
yeux [52]. Un effet immunodépresseur a été observé chez les cellules T humaine

sous I'action de I'extrait des polyphénols [53].

Les fruits du jujubier ont divers effets a savoir. anti-age et anti-tumoraux [54,
24], et des effets sur le systeme cardiaque en augmentant la capacité
d'oxygénation des sujets et empécher I'arythmie cardiaque [24], des effets anti-
diarrhéiques et anti-ulcérogéniques [55 et 56], des effets antibactériens [57] et
antifongiques suite a la présence des alcaloides cyclopéptidiques [58, 45] et des
effets antidiabétiques[59, 60].

Par ailleurs, la cendre de bois, additionnée de vinaigre, constitue un traitement
local des morsures de serpent. Au Sahara occidental, les fruits ont gardé encore
la réputation d’étre antivarioliques et actifs contre la rougeole [61]. Beaucoup de
chercheurs ont montré diverses activités biologiques et/ou pharmacologiques de
de 'huile essentielle de Zizyphus lotus, comme agent antimicrobien, antifongique,
antioxydant, [62] Tableau 1.1

- Autres utilisations :
Les rameaux secs et épineux du jujubier sont utilisé pour former des clotures
défensives [55]. Les feuilles sont employées largement comme une réserve

fourragére d’appoint pour les chameaux et les chévres [63]. C’est la seule espéce



ligneuse spontanée qu’on rencontre aux limites Nord du désert. En Afrique, le bois

du jujubier est utilisé pour la sculpture et la menuiserie [51].

Tableau 1.1. Usages traditionnels de Zizyphus lotus L

Parties

utilisées

Mode

d’administration

Usages

Références

Racines

Orale

Hypoglycémiant.
Trouble du tube
digestif et le foie
Antiulcérogenes
Antidiabétique

[45, 19, 64 et 65]

Feuilles

Orale

anti-inflammatoire
et Analgésique

antimicrobiens

[66 et 67]

Externe

Contre les piqures
des viperes au
Sahara.

Cicatrisant

[16 et 68]

Fruits

Orale

traitement de la
gorge et les
affections

respiratoires

[19 et 66]

Grains

Orale

substances

sédatives

[69]

1.2.7. Les investigations phytochimique sur le genre Zizyphus

Des études phytochimiques effectuées sur certain genre de Zizyphus montrent

la présence des différents alcaloides cyclopeptides, des composés phénoliques

tels que les flavonoides, les terpenes, stérols et les acides gras [55] Tableau 1.2.




Tableau 1.2. Phytoconstitutants isolés du genre Zizyphus.

Métabolite Composeés Espéce Ref
secondaire
Quercétine 3-O-rutinoside Zizyphus jujuba L.
Quercétine3-0O-3-D-xylosyl-(1—2)-a-L
rhamnoside Zizyphus spina christi L. | [70,
Flavonoide | 3',5'-di-C-B-D-Glucosylphloretine Wild 61]
S Quercétine3-0-B-D-xylosyl-(1—2)-a-
L-rhamnoside-4'-O-a-L-rhamnoside
5,7,3',4'-tetramethoxycatechine Zizyphusjujuba Mill. var.
Pinocembrine spinosa [52,71]
Jubanine-C Zizyphus jujuba
zizyphine-A [72]
Alcaloides | Mauritine J Zizyphus mauritiana
Amphibine E [73]
sanjomine-B Zizyphus vulgaris
sanjomine-F [42]
Betuline Zizyphus jujuba
acidebetulinique [62]
Terpénes Ester méthylique d'acide alphitolique | Zizyphus jujuba Mill.var.
Acide epiceanothique spinosa [62]
Acide ceanothique
Acide gras | Acide alpha-linolénique Zizyphus mistol [74]
Il. Généralités sur les métabolites secondaires des plantes
Les plantes sont dotées d'un métabolisme secondaire qui dérive du

métabolisme primaire et permet la production de substances phytochimiques

appelée métabolites secondaires [75] (Figurel.3). Ces derniers assurent diverses

fonctions « non indispensables » pour la plante contrairement aux métabolites




primaires (sucres, protéines, lipides et acides nucléiques) participantaux fonctions
cellulaires essentielles (photosynthése, reproduction...).

La distribution taxonomique de ces métabolites est restreinte & certains taxons,
dont la contribution au fonctionnement cellulaire et au développement de la plante

serait insignifiante.

La plus part des métabolites secondaires sont impliqués dans les interactions
établies entre la plante et son environnement [76], et contribuent a la survie de
'organisme dans son écosystéme en exercant une fonction de défense vis-a-
vis des microorganismes pathogenes et/ou des prédateurs, en créant une
barriere protectrice contre les rayons ultra- violets, en attirant les agents
pollinisateurs et permettant la dissémination du pollen et des graines ou encore en
agissant comme substances allélopathiques vis-a-vis d’autres plantes[11,77]. .

Depuis quelques années, on s’intéresse aux métabolites secondaires dans
divers domaines d’applications en tant qu’antibiotiques, herbicides, insecticides,

médicaments et autres composes.

En fonction de leurs origines biosynthétiques (Figurel.3), les métabolites
secondaires des plantes se subdivisent en trois grandes catégories :

-les composés phénoliques et leurs dérivés,

-les terpénes / terpénoides

-les composés azotés ou alcaloides.
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Figure 1.3. Voies du métabolisme secondaire (a) dérivant du métabolisme
primaire (b) [75]

[1.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols, sont des substances spécifiques
du regne végétal et appartiennent a leur métabolisme secondaire [78}. lls se
trouvent dans les différents organes de la plante, depuis les racines jusqu’aux
fruits [79].

Les polyphénols regroupent un grand nombre de molécules, avec plus de 10
000 molécules identifiées [80] dans leur structure, ils sont caractérisés par la
présence d'au moins un noyau phénolique a 6 carbones, auquel est
directement lié au moins un groupement hydroxyle (OH) libre ou engagé avec une
autre fonction (ester, éther ou hétéroside) (Figurel.4) [68,81], ces métabolites
n‘exercent pas de fonction directe dans l'organisme végétal, comme la

croissance ou la reproduction [82, 83].



OH

Figure 1.4. Structure du noyau phénolique [84]

1.1. Classification

La classification des polyphénols est basée sur la structure, le nombre de
noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. On distingue
deux sortes, les polyphénols simples et les polyphénols complexes [85,86].

Les principales classes de composés phénoliques rencontrées chez les
végeétaux sont résumées dans le tableau ci-dessous (Tableaul.3). Nous ne
décrirons dans ces généralités que les familles les plus rencontrées et celles qui

ont fait 'objet d’une investigation dans cette étude.



Tableaul.3 : Principales classes des composés phénoliques [87, 88 et 89].

Classes Squelette Exemple Formule Origine
carboné
Flavanones Cs-C3-Cs Naringénine OCH Fruits du
F Eriodictyol m genre Citrus
I OH O
-Cs- Kaempférol ~| Fraise,
A Flavones Ce-C3-Cs p o s @/’3
mh Persil, Céleri.
V OoH O
o | Isoflavonoides Ce-C3-Cs Daidzéine "°‘x;j_‘fg‘;'u ~ Graine  de
I _
n . | soja, Thym,
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1.2. Polyphénols simples

1.2.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés organiques aromatiques
possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. lls sont
représentés par deux classes ; les dérives de l'acide hydroxybenzoique (C6-C1)

et de l'acide hydroxycinnamique (C6-C3) [90].

1.2.1.1. Acide hydroxybenzoique et dérivés

L’acide hydroxybenzoique dérive de l'acide benzoique, il existe sous la
forme de trois isomeres ortho, méta et para-hydroxybenzoique en fonction de la
position du groupement hydroxyle (Figurel.5).

COOH COOH

COOH
| OH @

a)

OH )

Figurel.5:Structures chimigues des isomeres de
I'acide hydroxybenzoique [91].

a): acide 2-hydroxybenzoique (o-hydroxybenzoique ou acide salicylique),
b) : acide 3-hydroxy-benzoique (m-hydroxybenzoique).
c): acide 4 - hydroxybenzoique (p hydroxybenzoique ou PHB).

Il existe dans la nature un nombre important de dérives d’acide
hydroxybenzoique avec des groupements hydroxy (OH) ou méthoxy (O-CH3)
supplémentaires, tels que:

. Acidesdihydroxybenzoiques(acidegentisique et acide protocatéchique),
. Acides trihydroxybenzoiques (acide gallique)

. Acides méthoxylés (acide vanillique) et diméthoxylé (acide syringique).



Ces acides sont trés communs aussi bien sous forme libre que sous forme
combinée a l'état d’esters ou d’hétérosides [90, 92], ils sont abondants dans

certains aliments (fraises, oignons et fruits rouges) et épices [93].

1.2.1.2. Acide hydroxycinnamique et dérivés

L’acide hydroxycinnamique appelé aussi acide coumarique dérive de I'acide
cinnamique, il est présent dans la nature sous forme de trois isoméres (ortho,
méta et para-coumarique) en fonction de la position du groupement hydroxyle sur
le cycle benzénique. L’acide para- coumarique (Figure.1.6) est le plus abondant
dans la nature par rapport aux autres isomeéres et représente I’élément clé dans la

voie de biosynthese des phénylpropanoides.

OH
HO

Figure 1.6. Structure chimique de I'acide
para-hydroxycinnamique.

Les dérivés de I'acide hydroxycinnamique ont une distribution trés large, ils sont
rarement libres et souvent estérifiés [92], ils peuvent également étre amidifiés ou
combinés avec des sucres ou des polyols [90]. Quelques dérivés de I'acide para-

hydroxycinnamique sont représentés dans la figure 1.7.
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Figure1.7. Structure chimique de quelques dérivés d’acide p-hydroxycinnamique .
a) :acide caféique (acide 3,4- dihydroxy- cinnamique) ; (b): acide férulique (acide
4-hydroxy-3-méthoxycinnamique); (c): acide sinapique (sinapinique ou acide
3,5-diméthoxy-4- hydroxycinnamique).

L’acide férulique est un élément clé dans la synthése de la lignine qui imprégne
les parois de certains tissus végétaux. L’acide caféique, principal dérivé de I'acide
hydroxycinnamique, est présent dans de nombreux végétaux, en particulier dans
les fruits. Il représente75a 100% de la teneur totale en acides hydroxycinnamiques
de la majorité des fruits. Il est souvent sous forme d’ester de I'acide quinique avec

lequel il forme I'acide chlorogénique [93].

1.2.2. Coumarines

Les coumarines, substances naturelles aromatiques, sont issues de la
formation d'un cycle fermé a partir de l'acide hydroxycinnamique (acide
coumarique), leur structure de base est en C6-C3 [94]. Elles sont présentes chez
les Angiospermes Dicotylédones avec plus de 800 composés listés. Les
coumarines se trouvent soit a I'état libre ou bien sous forme glycosylée. La
glycosylation est une forme de stockage qui permet d’éviter les effets toxiques des
coumarines [95, 96, 97 et 98]. Les principales structures de coumarines sont

données dans la figure suivante (Figure.1.8).
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a) Umbelliferone b) coumarine
Figurel.8. Structure chimique des principales coumarines
[76, 96].

(a): Ombelliférone,  (b): Coumarine (ou 1,2-benzopyrone).

1.2.3. Flavonoides

Les flavonoides sont les composés les plus abondants parmi tous les
composés phénoliques. Plus de 4000 flavonoides sont caractérisés jusqu’a
aujourd’hui chez les végétaux [99].

Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux. lls interviennent
aussi dans les processus de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et
les attaques microbiennes [100].

Les flavonoides sont des polyphénols complexes dont la structure est basée
principalement sur un squelette de 15 atomes de carbone arrangés en une
configuration C6-C3-C6 (Figure 1.9).lls sont constitué de deux noyaux
aromatiques, deux cycle en C6 (noyaux A et B) et sont reliés entre eux par une

chaine en C3 formant ainsi un hétérocycle oxygéné central C [101, 91 et 102].



Figure 1.9. Structure chimique de base des flavonoides
[103].

Il existe plusieurs classes de flavonoides, réparties :
Flavonoides au sens strict qui regroupent sept classes : les flavones,
flavonols, flavanols ou dihydroflavonols, flavanones, aurones, chalcones et

dihydrochalcones.

Flavonoides au sens large qui renferment trois classes, les flavan-3-ols
appelées aussi flavanols ou catéchines, les flavan-3,4-diols dites aussi
flavanediols ou leucoanthocyanidines et les anthocyanidines ou anthocyanidols.

Les principales d’entre elles sont les flavones, les flavonols, les flavan-3-
ols et les anthocyanidines. Les isoflavonoides (Ce-Cs-Ce), les biflavonoides
(C6-C3-Cs)2 et les tanins condensés (C6-C3-C6) n se rapprochent structurellement

des flavonoides car ils présentent un noyau en C1s commun.
La structure de base de ces différents flavonoides peut subir de nombreuses
substitutions, les groupements hydroxyles étant généralement en position 4, 5 et

7. Ces substances existent généralement sous forme de glycosides [104].

1.2.3.1. Flavones et flavonols

Les aglycones flavoniques (flavones et flavonols) sont les plus abondants des

flavonoides. Le cycle A est généralement substitué par deux hydroxyles



phénoliques en C5 et C7 et ces hydroxyles peuvent étre libres ou estérifiés, I'un
d'entre eux peut s’engager dans une liaison hétérosidique. Le cycle B est
substitué en C4’, il peut aussi étre 3’,4’di-substitué ou moins frequemment 3’,4’,5’
tri-substitué ; ces substituants peuvent étre des hydroxyles (OH) ou méthoxyles

(OCH3). Les autres positions (C2’ et C6’) ne sont que rarement substituées.

Les flavonols se distinguent des flavones par la présence d'un groupement
hydroxyle (OH) en position C3. lls peuvent exister soit sous forme d’hétérosides
ou sous forme d’aglycones. Les sucres impliqués sont des aldoses. Leurs
principaux représentants sont la quercétine, le kaempférol et la myricétine. Les
flavones les plus abondantes sont la lutéoline et I'apigénine (Figure1.10) [105, 106
et 107].

Flavonols

Flavones R
/ R. /
—

98 ' T '
\/\q‘/‘ - OH

.3« O C“ '3
R1= R3=H et R2= OH : Apigénine R1= R3= H et R2= OH : Kaempférol
R1= R2= OH et R3=H : Lutéoline R1= R2= OH et R3= H : Quercétine

R1= R2= R3= OH: Myricétine

Figure 1.10. Structures chimiques de quelques flavones et flavonols [103].

1.2.3.2. Flavanones et flavanonols

Ces composés sont caractérisés par la présence d’'un centre de chiralité en C2
et par I'absence de la double liaison entre C> et Cz [84]. Les dihydroflavonols
(flavanonols) different des flavanones par [I’hydroxylation en position Cs
(Figure.1.11) [99].




Flavanones

OH O
F1=RZ* Het RZ&= OH Matngénine
F1=RZ= 0OH et R3= H: Eridictyol
R1=0H, 2= 0CH3 et R3= H: Hespéritine

Dihydriflavonols

HO_ T Q 1.\\

RF1= R2= H Dihydrokaermpféral
R1= H et R2= OH : Dikydroguercétine
FR1=0Het R2= OH:

Diteedrorrricetine

Figure 1.11. Structures chimiques de quelques flavanones et flavanonols
[108, 109].

1.2.3.3. Flavan-3-ols et flavan-3,4-diols

Les flavan-3-ols (flavanols ou catéchines) et flavan-3,4-diols (flavanediols
ou leuco- anthocyanidines) se caractérisent par I'absence du groupe carbonyle en

C4 et par la présence d’'un groupe hydroxyle (OH) en C3 (Figure.1.12).

Les flavan-3ols sont tres complexes, ils vont de simples monomeres de
cathéchine et de son isomére I'épicathéchine, jusqu’aux oligoméres et polymeres,
les proanthocyanidines. De plus, les flavan-3-ols peuvent étre estérifiés par I'acide

gallique ou hydroxylés pour former les gallocathéchines [104].

Les flavan-3,4-diols se distinguent des catéchines par la présence d'un
hydroxyle (OH) en C4. lls possedent trois atomes de carbones asymétriques, ils
peuvent exister sous forme de huit stéréo-isoméres. Les flavan-3,4-diols sont
souvent a l'origine des polyméres flavoniques, les proanthocyanidols ou tanins

condensés [68].



R1=R2=H: Catéchine

Ri1=0-gallyl, RZ=H : Catéchine gallate

F1=H et RZ=0H: Gallocatéchine

R1=0-gallyl et 2= 0H: Gallocatéchine gallate

Flavan-3-ols |

Leucocyanidine Leucodelphinidine

Figure 1.12. Structures chimiques de quelques flavan-3et flavan- 3,4diols
[104].

1.2.3.4. Anthocyanidines

Les anthocyanes sont des dérivés du cation flavylium (Figure 1.13), qui est un
ion oxonium, dans lequel I'atome d’oxygéne est tétravalent et chargé positivement
[110]. Ce sont des pigments vacuolaires qui se trouvent principalement sous
formes de glycosides stables et hydrosolubles, rouge en milieu acide, virant au

bleu-violet en milieu neutre ou faiblement alcalin [111].

Les anthocyanidines se distinguent entre eux par [l'arrangement des
substitutions sur le cycle B, quand le nombre de substitution augmente dans ces
aglycones, la coloration devient un bleu intense, alors que la méthylation des

groupes hydroxyles conduit a une coloration rouge.
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Figure 1.13. Cation Flavylium (C15H110+) formant

le squelette de base des anthocyanidines

Les composés les plus courants sont la cyanidine, la pélargonidine et la malvidine
(Figure.1.14) [112, 113].

R1=RZ=H: Pélargonidine
F1=0H et R2=H: Cyanidine
R1=R2= 0CH3: Malvidine

Figurel.14.Structures chimiques de certaines
anthocyanidines [114, 104].

1.2.3.5. Chalcones et aurones

Les chalcones sont constituées par deux unités aromatiques reliées par
une chaine tri- carbonée, cétonique et insaturée, le cycle A est le plus souvent
substitué de la méme maniére que les autres flavonoides alors que le cycle B est

généralement non substitué. Ces composés se distinguent des autres types de



flavonoides par l'ouverture du noyau pyranique central. Les aurones sont

caractérisées par une structurede 2-benzylidéne coumaranone (Figure.1.15) [68].

Chalcones OH

oH

R=H: Butéine F=R'= H: Sulpharétine
F=0H: Okanine F=0OH et R'=H: Aureusidine
R=HetR'=00CH3: Leptosidine

Figure.1.15. Structures chimiques de certaines
chalcones et aurones [68, 115].

1.2.4. Isoflavonoides

Les isoflavonoides sont considérées comme des dérivés de flavones, elles sont
caractérisées par la présence d’'un cycleB fixé en position C3 plutét que C2

(Figurel.16).Ces composés sont trés répandus chez les légumineuses [116].

F1=H: Daidzéine
F1=0H: Génistéine

Figure 1.16. Structures chimiques
d’isoflavonoides |117].



1.3. Polyphénols complexes
1.3.1. Tanins

Les tanins représentent une famille trés importante de polyphénols localisés
dans les vacuoles [118]. Le terme tanin regroupe des composés polyphénoliques
caractérisés par leurs propriétés de combinaison aux protéines [119], d'ou leurs
capacité de tanner le cuir. Sur le plan structural, ils sont subdivisés en deux

groupes, les tanins hydrolysables et les tanins condensés [120].

1.3.1.1. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des esters du D-glucose et de I'acide gallique ou
de ses dérivés en particulier l'acide ellagique [121]. Ces substances sont

facilement hyd rolysables par voie chimique ou enzymatique (tannase) [110].

1.3.1.2. Tanins condensés

Les tanins condensés ou proanthocyanidines sont des polymeres constitués
d’'unités flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou
C4 et C6 [105, 122].

1.3.2. Lignines
Les lignines sont des polymeres qui résultent de la polymérisation

tridimensionnelle de trois molécules phénoligues de base qui sont les alcools
p-coumarylique, coniférylique et sinapylique ; ces alcools sont oxydés en radicaux
libres par la peroxydase. Les radicaux libres réagissent spontanément et au

hasard pour former les lignines (Figurel.17) [96, 91].
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Figurel.17.Structure chimique d’'un polymére de lignines
[96, 91].

1.3.3. Stilbénes

Les stilbénes sont des composés phénoliques contenant deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison (C6-C2-C6). La plupart de ces
composés dérivent de l'unité de base trans-résvératrol (Figure 1.18). lls sont
isolés de la plante sous forme hydroxylés, méthylés, estérifies ou glycosylés. Ces
molécules sont fortement associées a la résistance de plantes contre diverses

maladies ou stress environnementaux [123, 124].

Les stilbénes sont peu abondant dans les aliments [124,125]. Leurs source

principale sont les raisins, le soja et les arachides [126].
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Figurel.18 Structure chimique d’un stilbéne
[127].

1.3.4. Alcaloide

Un alcaloide est un composé organique d’origine naturelle (le plus souvent
végetale), azoté, plus ou moins basique, doué de propriétés pharmacologiques
marqueées [15].

Les alcaloides sont essentiellement présents chez les Angiospermes, et plus
particuliéerement les dicotylédones. Certains alcaloides sont présents dans
plusieurs genres appartenant a des familles trés différentes (caféine), ou bien sont

restreints a une seule espéce (morphine) [68].

Les alcaloides se rencontrent dans toutes les parties de la plante, mais peuvent
prédominer dans les feuilles, les graines, I'écorce [128]. lls se conservent
généralement bien dans les plantes séchées et sont responsables de la toxicité de
certaines drogues. lls sont aussi utilisés comme apéritifs [129], antalgiques,

antitussifs et laxatifs [90].

1.3.5. Saponines
Ce sont des molécules de forme hétérosidique. lls se divisent en saponosides a

génine triterpenique et stéroidique. Les saponosides (saponines) doivent leur nom
au fait que comme le savon, elles produisent de la mousse en contact avec I'eau
[68].



b

Les saponines stéroidiques ont une structure chimique similaire a celle de
nombreuses hormones humaines (cortisol et cestrogéne) et conferent aux plantes

qui les contiennent une activité hormonale, comme la réglisse (Glycyrrhiza glabra).

1.3.6. Terpénes et stéroides

Les terpénes forment un groupe de produits naturels largement représenté et
d'un intérét chimique considérable. lls sont des hydrocarbures naturels, de
structures soit cyclique ou chaine ouverte. [77, 96] montrent que leur classification
est basée sur le nombre de répétition de l'unité de base isoprene (5 atome de

carbone) provenant de la voie de I'acide mévalonique.

Les terpénoides ou isoprénoides constituent un grand groupe de métabolites
dérivés de lisoprene C5 (2-méthyl-1,3-butadiéne) formé par conjugaison «téte-
béche». Les terpénoides remplissent des fonctions biologiques variées chez les
plantes, des réles essentiels en tant que composants de la chaine de transport
d'électrons, pigments (caroténoides et chlorophylles), éléments de structure et de
fonctionmembranaires(phytostérols),hormones(c.-a-d.Gibbérellines,strigolactones,
brassinostéroides, acide abscissique, cytokinines isopronoides) , glycosylation
des protéines (dolichols), a la défense (antimicrobien/anti-insecte) et aux attractifs
(signaux volatils) [130, 131 et 132].

1.4. Biosynthése des composés phénoliques

Les polyphénols des végétaux sont élaborés par deux grandes voies, la voie du
shikimate et la voie polyacétate, qui consiste en une condensation de molécules
d’acétylcoenzyme A. Cette biosynthése permet la formation d’'une grande diversité
de molécules qui caractérisent une espece de plante, un organe ou un tissu
particulier [95, 90].

Par ailleurs, les différents facteurs externes et internes (lumiére, rayonnement
UV, température, hormones, agents pathogénes ou autres) sont fortement
impliqgués dans la régulation spatio-temporelle de I'expression du métabolisme

phénolique [133], se traduisant par des différences qualitatives et/ou quantitatives



considérables entre les espéces, les sous-especes, les variétés, les organes

et les tissus, et selon les stades physiologiques.

1.4.1. Voies de biosynthése

1.4.1.1. Voie de I'acide shikimique

La biosynthése de dérivés du phénylpropane se fait par l'intermédiaire de
I’'acide shikimique qui représente la principale forme d’accumulation des phénols
dans la plante. Cette voie de biosynthése fait intervenir une série de réactions et

représente la voie de biosynthése des acides aminés aromatiques (Figure1.19).

1.4.1.2. Voie des polyacétates

La biosynthése des composés phénoliques par cette voie, débute par la
polymérisation d’unités acétates activées sous forme de malonyl-CoA suivie par
des cyclisations ensuite 'aromatisation du noyau phénolique. Cette voie concerne

surtout la synthese des quinones [76].

1.4.2. Biosynthése des flavonoides

Le cas des flavonoides présente cependant une originalité car ils ont une
origine mixte, dérivant a la fois du p-coumaroyl CoA (voie du shikimate) et de
I'enchainement de trois maillons acétate apportés sous forme de malonyl-CoA
(voie des polyacétates), qui se condensent en une seule étape pour former une
chalcone ;celle-ci représente le précurseur commun de tous les autres flavonoides
(Figurel.20).
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Figurel.19. Biosynthese des métabolites secondaires[134,135 et 136].

1.5. Activités biologiques des polyphénols.

La chalcone est meétabolisée sous l'action de la chalcone isomérase en
flavanone, sur cette derniére qu’agit la flavone synthase ou la 2S-flavanone-3-
hydroxylase pour donner les flavones.

Le dihydroflavonol en présence de la flavonol synthase ou la dihydroflavonol-4-

réductase, se métabolise respectivement en flavonol ou en flavan-3,4-diols et



leucoanthocyanidol. Ce dernier semble étre le précurseur des flavan-3-ols et
anthocyanidols [96, 91 et 137].

Les polyphénols possédent un large éventail d’activités biologiques. Ces
composés présentent des proJpiétés thérapeutiques telles que : effets
antioxydants [138, 139] et antimicrobiens [140].

1.5.1. Activité antioxydante

L’intérét porté aux antioxydants naturels notamment de nature phénolique ne
cesse de croitre, ces métabolites secondaires sont quotidiennement consommeés
par l'organisme vivant par I'alimentation [141]. Les flavonoides peuvent agir de
différentes fagons dans le processus de régulation du stress oxydant.

De nombreuses propriétés sont invoquées pour expliquer I'action des
flavonoides et il a été montré qu’ils agiraient in vitro sur la réduction de I'acide
déhydoascorbique via le glutathion a I'encontre duquel ils se comporteraient

comme des donneurs d’électron.

lls agissent comme antioxydants grace a leur capacité a se complexer avec des
métaux de transition comme le fer, empéchant ainsi la réaction de Fenton qui
aboutit a la formation du radical hydroxyle, et comme inhibiteurs de I'activité de
certaines enzymes responsables de la production des espéeces réactives de

'oxygéne [99].

Les propriétés antioxydantes des flavonoides sont exprimées en termes de
potentiel anti radicalaire car ils possedent une structure chimique aromatique
permettant une bonne stabilisation des radicaux libres comme les radicaux

superoxyde, hydroxyle, peroxyle et alkoxyle [142].
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Figure 1.20. Grandes lignes de biosynthese de quelques classes des flavonoides
[91].

CHS : Chalcone synthase, R : Réductase, CHI : Chalcone isomérase, FLS : Flavone
synthase, IFLS : Isoflavone synthase, FS : Flavonol synthase, DFR : Dihydroflavonol
réductase.



Ce potentiel est basé en particulier sur le phénomene de résonance
électronique stabilisant exercé par les noyaux aromatiques, cette activité
nécessite (Figure.1.21): la structure ortho- dihydroxyphénolique du cycle B, la
double liaison C2-C3 de I'hétérocycle C, conjuguée avec la fonction 4-oxo qui est
responsable de la délocalisation des électrons, en améliorant ainsi la capacité
antiradicalaire et les groupements hydroxyles libres en C3 et C5 [143], comme par
exemple : la quercétine et la myricétine [144].

Figure 1.21.Criteres structuraux essentiels pour avoir une bonne activité anti
radicalaire des flavonoides [145].

Les flavan-3-ols sont des antioxydants trés puissants. La capacité antioxydante
des dimeéres de type B liés en 4-6 semble supérieure a celle des dimére de type A
lies en 4-8 [146]. En effet I'électrochimie permet d’obtenir les potentiels
d’oxydation des différentes combinaisons flavonoides / métal en jeu, il est possible
de classer les flavonoides selon leur capacité a chélater un cation et par la suite,

selon leur activité antioxydante [147].

1.5.2. Activité antimicrobienne

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tanins sont reconnus par leur
toxicité vis-a- vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a
I'inhibition des enzymes hydrolytiques (protéaseset carbohydrolases) ou d'autres
interactions pour inactiver les adhésines (protéines d’adhésion) microbiennes,

les protéines de transport ainsi que les protéines de la paroi cellulaire [121].



De nombreuses études ont démontré par ailleurs que cette activité est due a la
capacité des flavonoides a inhiber la synthése de certaines enzymes, protéines

membranaires et I'expression de ’ADN des microorganismes [148].

1.5.2.1. Activité antibactérienne

La valorisation de molécules naturelles bioactives de diverses plantes riches en
métabolites secondaires (les acides phénoliques, les flavonoides, les alcaloides,
les tanins, les terpénes, et les saponines) qui pourraient constituer une source
potentielle de nouveaux agents antimicrobiens. Ces substances jouent un rdle

important dans la résistance contre divers pathogénes microbiens (Tableau 1.4).

Le mécanisme d’action des métabolites secondaires varie d’'une molécule a une
autre. Certains acides phénoliques agissent en endommageant la membrane
cytoplasmique des bactéries provoquant ainsi une perte de lintégrité de la

membrane et conduisant a une fuite des constituants intracellulaires [149].

Les catéchines sont capables de franchir la paroi de la cellule en perturbant la
bicouche lipidique, comme ils peuvent provoquer une fusion membranaire, un
processus qui entraine une fuite de matériaux intramembranaire et une agrégation
[150].

L’activité antibactérienne des flavonoides pourrait étre attribuée soit a l'inhibition
de la synthese des acides nucléiques, la synthése des parois cellulaires ou le
métabolisme énergétique, soit a I'endommagement de Ila membrane
cytoplasmique, réduire la fluidité membranaire [151, 152]. Il a été aussi rapporté
gue plus les composés phénoligues sont oxydés et plus ils sont inhibiteurs des
microorganismes [153], car leur propriétés oxydo-réduction jouent un rble
important dans la destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres,

piégeage de I'oxygene, ou décomposition des peroxydes [154].



Les caractéristigues physico-chimiques des composés phénoliques soit la
solubilité dans I'eau ou/et la lipophilie peuvent influencer cet effet antibactérien.

L’hydrophobicité des polyphénols tels que les flavonols est aussi un critére de
toxicité, qui leur permet de s’intercaler dans les phospholipides membranaires et

exercer leurs actions a l'intérieur de la cellule [152].

1.5.2.2. Activité antifongique

La majorité des polyphénols ont une activité antifongique puissante. Les travaux
réalisés par Ortuno A et al [155], ont démontré I'activité des flavanones glycosides
et des polyméthoxy-flavones extraites de Citrus parasidi et Citrus sinensis sur
Penicillium digitatum. En effet, la naringinine et ’hespéridine extraites de ces deux
especes de Citrus servent a protéger ces derniéres contre les attaques de

Penicillium digitatum.

Une autre étude réalisée par Batawila K et al [156], a démontré aussi que les
flavonoides extraites de Conyza aegyptiaca L., ont une action fongicide et
fongistatique sur différents agents de mycoses : Microsporum canis, Microsporum
gypseum, Trychophyton mentagrophyte et Candida zeylanoides avec des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) variant entre 0,25 et 4 mg.mL-1. Une
étude phytochimique a montré que ces extraits sont riches en tanins et en

flavonoides qui seraient a l'origine de leur activité.

Certains composés terpéniques possedent également une activité
anticandidosique et agiraient en affectant l'intégrité de la membrane provoquant
ainsi l'arrét du cycle cellulaire [157, 158] et/ou en inhibant la synthése de la chitine
des levures [159, 160 et 50].

1.5.2.3. Activité antivirale

Les polyphénols sont tres répondus dans le régne végétal. Ce groupe contient
une gamme trés importante de substances d’un point de vue structurel. Plusieurs

milliers d’entre elles sont décrites. Il est impliqué dans une large gamme d’activités



physiologiques et écologiques fournissant une résistance aux infections fongiques,
bactériennes et virales [161, 162, 163 et 164].

Des activités antivirales notamment contre le virus de limmunodéficience
Humaine (HIV) sont soulignées [165,166 etl67]. En effet I'’hydroxytyrosol et
I'oleuropéine sont des inhibiteurs de la fusion et de lintégration du VIH-1 a la
cellule héte. L'européine peut aussi interférer avec la synthése ses acides aminés
nécessaires pour l'activité virale prévenant ainsi la diffusion, le développement et

I'attaque de la membrane cellulaire [167].

Selon Siddhuraju P [268], en I'absence de vaccin contre le SIDA, les
microbicides topiques susceptibles de bloquer la transmission du virus pourrait
s’avérer trés utiles. Le jus de grenade contient des inhibiteurs d’entrée du HIV-1
qui peuvent étre isolés par adsorption sur de I'amidon de mais. L’étude de ce
complexe montre qu’il ploque la liaison du virus avec certains récepteurs
cellulaires, I'extrait de grenade pourrait donc étre utilisé par la production d’'un

microbicide efficace [268].



Tableaul.4.Les principaux composés phénoliques.

Les principaux composés phénoliques ayant une activité antimicrobienne sont

présentés dans le tableau ci-dessous.

Composés Microorganismes Exemples
phénoliques
Vibrio cholerae, Bacillus cereus,
L Escherichia coli, Streptococcus
Bactéries N
mutans, Campylobacter jejuni,
Clostridium perfringens, Helicobacter
Flavane-3-ol pylori, _Staphylocqccus aureus,
Lactobacillus acidophilus,
Flavonole
. Adénovirus, Enterovirus, Flu Virus.
Virus

Champignons

Candida albicans,
gypseum,Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum .

Microsporum

E. coli, S.aureus, Streptococcus
mutans.

Bactéries
Tanins condensés Virus de linfluenza A, type-1 herpés
Virus simplex virus (HSV).
Différentes souches de : Salmonella,
Bactéries Staphylococcus, Helicobacter, Bacillus,
Clostridium, Campylobacter, Listeria,
Tanins E.coli.
hydrolysables
Virus Le Virus Epstien-Barr, les Virus Herpes

Champignons

HSV-1 et HSV-2,
Candida parapsilosis.

Acides phénoliques | Bactéries S.aureus, Listeria monocytogenes,
E.coli, Pseudomonas aerugenosa

Néolignane Bactéries Differentes souches de Mycobacterium
tuberculosis

Coumarines Bactéries E.coli, S.aureus Vibrio
anguillarum, Edwardsiella tarda

Anthocyanines

(Malvidin, Bactéries Klebsiella pneumoniae

Petunidin, Cyanidin)




1.5.2.4. Activité insecticide

Des études récentes sur les interactions plantes-insectes ont révélé que
certains métabolites secondaires des végétaux peuvent interférer sur la

croissance, le développement et le comportement des larves [168].

Parmi ces produits, plusieurs composés phénoliques sont connus par leur
toxicité vis-a-vis des insectes phytophages [80] et par leur activité insecticide
[87,169]. lls réduisent les dégats causés par les insectes grace a des effets
antiparasitaires [170,171 et 172],]. une large gamme d’insectes appartenant a
différents ordres, semble étre tres sensible y compris les pucerons [173], les
lépidopteres [174], les orthopteres [175] et les diptéres [176]. La toxicité des
polyphénols est corrélée positivement avec le pouvoir attractif des composeés
[177].

1.6. Etude de la toxicité

On gualifie de toxique, toute substance capable de perturber, immeédiatement
ou a terme, de facon passagere ou durable, le fonctionnement normal d'un
organisme vivant, pouvant entrainer sa mort [178, 179 et 172]. L’effet d’'un toxique

dépend toujours de I'espéce et de la dose testée [179].

La toxicité des plantes médicinales peut étre due aux composés actifs
(terpénes, alcaloides, saponines, etc...) qu'elles renferment ou a leurs interactions
avec dautres produits (plantes ou médicaments) par effet accumulatif ou

synergique [180].

Selon Lapointe G [181], il existe plusieurs types d’études qui permettent
d’évaluer les effets d’'un toxique :
« Etudes épidémiologiques comparant plusieurs groupes d’individus
» Etudes expérimentales in vivo utilisant des animaux (lapins, souris, rats)
+ Etudes expérimentales in vitro : biochimiques, hématologiques ou

cellulaires.



1.6.1. Toxicité aigué

La toxicité aigué est définie comme I'ensemble des effets néfastes sur
'organisme. Elle est provoquée par une exposition de courte durée a une seule
dose ou a plusieurs doses [182 et 45]. L’étude de la toxicité aigué permet de
déterminer la dose létale 50 % (DL50) [183].

1.6.2. Toxicité subaigué

Certains effets néfastes peuvent prendre plusieurs semaines ou de nombreuses
années avant d’étre diagnostiqués et éventuellement aprés apparition, se révéler
irréversibles [184, 179 et 185].

1.6.3. Toxicité chronique

C'est I'exposition a de tres faibles concentrations a des substances dont les
effets cumulatifs finissent par provoquer des troubles beaucoup plus insidieux
[186].

% Effet sur le foie
Le foie est un organe tres complexe. Il est impliqué dans le métabolisme des
xénobiotiques, le stockage des nutriments et la détoxification de I'organisme par

I’épuration des déchets [187].

% Effet sur le rein
Le rein assure le maintien de I'équilibre hydrique, de 'osmolarité et de I'équilibre
acido-basiqgue des liquides dans [l'organisme. Il élimine les déchets du

métabolisme et les substances étrangeres a I'organisme [37].



1.7. Activité anti-inflammatoire

1.7.1. Inflammation

L’inflammation est une réaction de défense immunitaire (immunité Innée) et
d’adaptation de l'organisme a une stimulation cellulaire excessive ou anormale
due a une agression tissulaire d’origine diverse. Cette derniere peut étre d’origine
physique, chimique, biologique ou infectieuse. L’inflammation est diagnostiquée
depuis pres de vingt siécles, grace aux signes cardinaux : tuméfaction, rougeur,
chaleur, douleur [188, 189].

% Types d’inflammations
On distingue classiquement deux types d’inflammation en fonction de la durée

de la réaction :

v Inflammation aigué
C’est la réponse immédiate a un agent agresseur qui selon le type et la
séverité de la lésion tissulaire se développe en quelques minutes ou plusieurs
heures et persiste en général quelques heures a quelques jours. Elle se
caractérise par une phase vasculo-exsudative, une phase cellulaire et une phase
de réparation [179, 190].

v" Inflammation chronique
Elle se manifeste pendant plusieurs semaines ou plusieurs mois et se
caractérise principalement par la persistance de la |ésion tissulaire et la présence

d’un infiltrat inflammatoire chronique [190].

1.7.2. .Anti-inflammatoire :

On distingue deux types d’anti-inflammatoires :

1) Anti-inflammatoire stéroidiens : corticoides synthétiques ou naturels

(sécrétés par la cortico-surrénale) [191 et 192].

2) Anti-inflammatoire non stéroidiens : I'ibuproféne et le diclofénac qui inhibent

la synthése des prostaglandines.



Cependant, leur utilisation thérapeutique a long terme est souvent associée a
des effets secondaires tels que des ulcéres gastro-intestinaux et une insuffisance
rénale [193, 194 et 195].

Les plantes médicinales possédant un effet anti-inflammatoire peuvent étre une
alternative aux anti-inflammatoire de synthese en raison de leur moindre toxicité
[196 et 197]. Les composés phénoliques sont dotés de propriétés anti-

inflammatoires.

En effet les flavonoides et les saponines sont capables d’inhiber la synthese de
certains meédiateurs pro-inflammatoires tels que les cytokines, I'histamine et les
prostaglandines [198,199 et 188].

1.8. Activité antidiabétique
1.8.1. Le Diabete

Le diabete est un excés de glucose, c’est a dire de sucre dans le sang. Le
sucre étant le principal « carburant »de l'organisme. Il peut provenir soit de
’alimentation, soit du foie qui peut le fabriquer et le stocker a partir d’autres
eléments [200]. Le mot diabéte sans épithéte, désigne, le plus souvent, le diabete
sucre.

Selon les critéres de 'OMS (Organisation Mondiale de la Santé), il y a diabéte
guand la glycémie a jeun est supérieure ou égale a au moins deux reprises a

7mmol/l ou 1,269/l (www.doctissimo.fr).

1.8.2. Le signe du diabéte

Le syndrome cardinal diabétigue comprenant une polyuro-polydipsie, une
asthénie, un amaigrissement, une polyphagie, n’apparait que pour des glycémies
nettement supérieures a 3g /I, responsable d’une forte glycosurie provoquant une

polyurie osmotique entrainant a son tour une polydipsie [200].


http://www.doctissimo.fr/

Cependant, le plus souvent, I'hyperglycémie modérée est asymptomatique.
Mais cette hyperglycémie n’est pas toujours symptomatique et un diabéte peut se
révéler par ses complications métaboliques, dégénératives et infectieuses [200].

-Signes biologiques

L’hyperglycémie est 'augmentation du glucose sanguin a des concentrations
supérieures a 0,7g/l de sang. Cette hyperglycémie peut étre importante et
atteindre 2 a 6g/l ou plus. On considére la glycémie a jeun et 2 h apres charge
glucosée ce qui permet de distinguer entre le diabéte sucré et la diminution de la

tolérance au glucose comme le montre le tableau suivant : [201].

Tableau 1.5 : La glycémie a jeun et 2 h apres charge glucosée

Glycémie
Diabéte sucré G/l mmol/I
- Ajeun >1,26 7
-2 h apres administration de glucose =2 =11
Diminution de la tolérance au glucose
-A jeun <14 <8
- 2 h apres administration de glucose Entre 1,4 et2 Entre 8 et 11

> Diabéte induit chimiguement

— Diabéte induit par la streptozotocine :

Le diabéte sucré peut étre induit chez I'animal par différentes techniques dont
linjection de la STZ qui est largement utilisée [202 et 203]. La STZ est un
glucosamine nitrosé (figurel.14) [204, 205 et 206], qui entraine un effet

cytotoxique sélectif des cellules 3 des ilots de Langerhans [204,207].

Généralement, les rongeurs sont largement utilisés dans la recherche
scientifique en raison de leur facilité de manipulation ainsi que le degré

d'homologie qu'ils partagent avec les étres humains.




Selon la voie d’administration, la dose ajoutée de la STZ est variable, I'animal et
surtout la pathologie voulue [208]. .A titre d’exemple, dans les essais
préliminaires, il est primordial de garder la vitalité de I'animal ou on injecte de

faibles doses de STZ (dose inférieure ou égale a 60mg/ kg) [101].

HO

HO | OH

Figurel.22. Streptozotocine

1.9. Méthodes d’extraction des molécules bioactives

C’est la séparation sélective des parties actives des tissus végétaux des
composants inactifs ou inertes a l'aide des solvants]. Plusieurs techniques sont

utilisées pour extraire les composés bioactives.

1.9.1. Extraction par soxhlet

L’extraction par soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de
répéter infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a I'épuisement

complet du soluté dans la matiére premiéere [209].

1.9.2. Extraction par hydro-distillation

Elle consiste a distiller un composé par entrainement a la vapeur selon un
phénoméne physique particulier, la création d’un azéotrope (mélange de deux
liquides qui bout a température fixe et ne se distille pas en bouillant). La vapeur

d’eau chargée en molécules organiques est condensée puis récupérée [210].

1.9.3. Extraction par macération

Elle consiste a mettre une plante ou une partie de plante soluble a froid. C'est la

mise en contact de la substance avec un solvant pendant un temps variable



(plusieurs heures, voire méme plusieurs jours) a une température ambiante pour
permettre aux constituants actifs de bien diffuser [211].
1.9.4. Extraction par infusion

C’est un procédé simple et rapide qui permet une bonne extraction des
principes actifs, elle se prépare en versant de I'eau bouillante sur les parties de
plantes fraiches ou séchées et le bien tromper pour dissoudre les principes actifs.
Elle convient pour I'extraction des parties fragiles des plantes (feuilles, fleurs,

graines, écorces et racines) [212].

1.9.5. Extraction par décoction

Elle est utilisée pour l'extraction de matiéres végétales compactes: bois,
ecorces et racines. Elle consiste a chauffer la plantes fraiche ou séchée avec de
'eau pendant 10 a 30min, jusqu’a ce que cette derniere soit bouillante et les

constituants se dissolvent [213].

1.9.6. L'extraction accélérée par solvants

C’est une technique qui utilise les solvants conventionnels a des températures
(50-200 °C) et des pressions (100-150 bar). Cette derniere est maintenue assez
élevée pour garder le solvant a I'état liquide qui reste toujours en dessous de ses

conditions critiques [214].

1.9.7. Extraction au dioxyde de carbone (CO2) supercritique

Elle est basée sur l'utilisation comme solvant (CO2) dans son état supercritique
(ni liquide ni gazeux). Le CO2 en phase supercritique est d’'un pouvoir extractant
remarquable, car il est inerte chimiquement et non toxique. En plus, la
récupération de I'extrait est facile par simple détente du gaz puisque le CO2 est a

I'état supercritique [214].



1.9.8. Extraction assistée aux ultrasons

L’extraction des composés bioactifs par ultrason (20-100 kHz) est une

technique émergente qui offre beaucoup de reproductibilité en peu de temps, elle

est facile @ mettre en ceuvre et peu consommatrice de solvant et d’énergie. Elle

est réalisée grace a un appareil appelé sonicateur qui permet de transformer

I’énergie électrique en vibration mécanique longitudinale le long d’'une sonde, cette

derniére permet de détruire les cellules biologiques en suspension [215].

1.10. Rétrospective des travaux importants réalisés sur Zizyphus lotus L..en

Algérie.

Tableau 1.6_: Travaux antérieurs sur Zizyphus lotus L. en Algérie.

Régions
Régions | Partie de la Méthode+ Effets dépistées ou Références
étudiées | plante étudiée solvant découverts.
d’extraction
- Feuilles -Décoction -Anti- inflammatoire, Did, O et al.,
Ouargla -Fruits -Macération -Diurétique, 2003.
-Racines -Eau -Pectoral, Sédatif.
-Racines -Décoction Allali, H et al.
Tlemcen -Eau -Régulateur du diabéte 2008
-Pulpe de fruits -dysfonctionnement du Benammar,C et
Djelfa —Tiges -Eau systeme immunitaire lié¢ | al.,2010
a l'inflammation et au
diabete.
Souk - Feuilles -Decoction -Hypoglycémiant, Bouzabata, A.,
Ahras -Eau -Anti-infectieux 2013
(infections urinaires).
-Poudre de -Infusion, Anti-inflammatoire, Boudijelal, A et
M'sila feuille -Décoction (blessure et Eczéma). al, 2013
-Eau

D’aprés le tableau 1.6, tous les travaux effectués en Algérie sur Zizyphus lotus

se sont intéressés sur des régions géographiques différentes, de notre région d’

étude. Nos échantillons ont été récoltés dans trois régions du pays : Médéa, El

Oued et Tamanrasset.




La majorité de ces travaux ont ciblé les fruits, les feuilles et les racines. Les
propriétés antidiabétique et anti-inflammatoire sont les effets majoritairement
dépistés. L'originalité de notre travail réside dans I'étude de [Iactivité
antibactérienne, antifongique, anti candidose et insecticide des différents extraits
(aqueux et organique) de la graine de Zizyphus lotus L. L’évaluation in vivo de

I'activité anti-inflammatoire et hypoglycémiante a été aussi réalisée.

Par ailleurs, nous nous sommes aussi intéressés a lidentification des
composants bioactifs de Z. lotus L. Pour cet aspect, aucune information n’est

disponible dans les travaux réalisés sur le plan régional.



MATERIEL & METHODES



CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

1. Matériel

1.1. Matériel biologigue

1.1.1. Matériel végétal

Les feuilles et les graines de Zizyphus lotus L. sont récoltées la matinée, dans
la région de Médéa, d’El Oued et Tamanrasset (Figure 2.1) (Tableau 2.1) au cour
de la période allant de Juin a Septembre 2018. Le matériel végétal est identifié
selon les clés de détermination de [4]. Cette identification est confirmée au niveau
du Département de Botanique de I'Ecole Nationale des Sciences Agronomiques-
El Harrach (Alger).Les différentes parties de la plante sont rincés, sécheés
séparément a l'air libre, a I'abri de la lumiére et de 'humidité. Ensuite, ils sont
broyés a l'aide d’un mixeur, jusqu’a I'obtention d’une poudre fine et homogéne a

partir de laquelle I’extraction est réalisée dans un Soxhlet et par macération.
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Figure 2.1. Localisation géographique de la zone d’étude



Figure 2.2 : Vue générale des touffes de Zizyphus lotus L. de population des
régions de (Médéa, El oued et Tamanrasset) photos original.

Tableau 2.1 : Coordonnées géographiques du site de récolte de Zizyphus lotus L.

Région d’étude Altitude Latitude Longitude
Médéa (Sidi Naamane) 635m 36,21 3,12
El Oued (Ben Guecha) 27m 34,21 7,62
Tamanrasset(llamane) 1920m 23,20 5,46

1.1.2. Matériel animal

Les animaux utilisés lors des tests pharmaco-toxicologiques proviennent de
I'animalerie du complexe ANTIBIOTICAL du C.R.D (Saidal d’El-Harrach) et de

I'animalerie de linstitut Pasteur d’Alger (Annexe de Kouba).




Pour I'étude de l'activité anti-inflammatoire cutanée, Quarante souris ont été
utilisées. Ces souris Albinos sont de race NMRI (Naval Medical Research
Institute), ayant un poids moyen de 25+0,25 a 28+0,5 g.

Toutes les souris sont maintenus sous un cycle lumiere / obscurité de 12/12 h,
a une température de 22 + 2°C et a une humidité de 50+15% constantes. Les
femelles sont nullipares et séparées des males dans des cages différentes. Leur
alimentation standard est réalisée, par des granulés fournis par I'ONAB. lIs

recoivent de I'’eau de robinet

Pour I'étude de l'activité antidiabétique par gavage, vingt lapins ont été utilisés.
Ces lapins sont de population locale, ayant un poids moyen de 2,34+0,75 a
3,310,072 kg.

1.1.3. Souches microbiennes

L’activité antimicrobienne est évaluée sur huit microorganismes différents. La

plupart sont rencontrés dans diverses pathologies chez 'Homme :

-Les bactéries Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus
subtilis ATCC 9372.

-Les bactéries Gram négatif :Klebsiella pneumoniae ATCC 4352,
Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

-Les champignons : Candida albicans ATCC 10231, Candida Krusei,

Fusarium. Avenaceum, Fusarium Culmorum, Alternaria.sp, Aspergillus.niger

Ces souches sont obtenues aupres du laboratoire de microbiologie du
Centre de Recherche et de Développement de SAIDAL (Alger) du complexe
Antibiotical SAIDAL de Médéa et de I'Institut Pasteur.

Les champignons choisis sont des agents de pourriture fréquente des denrées
alimentaires et des fruits et peuvent étre toxiques pour 'lHomme et les animaux.
Les quatre espéces pures et identifiées appartiennent a la collection de la
mycothéque du Laboratoire de recherche des plantes médicinales et aromatiques
de I'Université de Blida 1.



1.1.4. Elevage de masse des Coléoptéres des stocks (Tribolium castaneum )

Les insectes utilisés lors de cette étude proviennent des élevages de masse
réalisés dans une étuve ou les conditions de vie sont favorable (absence de la
lumiere, T°C=30 = 1°C et une humidité relative de (70+5%). Les grains de blé

proviennent du marché local.

1.2. Matériel non biologique

L’ensemble des équipements, des verreries et des produits utilisés au cours de

cette étude est mentionné en Annexe 1.

2. Méthodologie

2.1 Enquéte ethnobotanique

Un sondage est effectué dans le but de recueillir des informations sur le
recours a la phytothérapie et plus précisément a I'utilisation traditionnelle de cette
plante. Au total, 150 personnes sont interviewées entre Avril et Octobre 2018 a
travers des enquétes ethnobotaniques dans différentes localités, villages et

douars, riveraines de la forét de Médéa, El Oued et Tamanrasset.

Lors des entretiens, des questionnaires semi-structurés (Annexel), sont
utilisés pour la documentation des données. Chaque questionnaire était composé
de deux parties. La premiere partie concernait des informations démographiques
telles que le sexe, l'age, I'éducation, la source d’information, I'expérience des
participants tandis que la deuxieme partie comportait des questions informatives
sur le nom locaux de la plante, l'identification, le mode de préparation (décoction,
macération, infusion,...), la partie végétale utilisée (tiges, racines, feuilles, Fruits,
graines, partie aérienne,...), le mode d’administration, disponibilit¢ de plante,
recette a base de plante et utilisation de la dose. Les noms de la plante sont

enregistrés par I'arabe algérien lorsqu'ils sont mentionnés.



Analyse des données

2.2. Fréquence Relative de la Citation (FRC)

L'importance locale de chaque espéce végétale est calculée en fonction de la
fréquence relative de la citation [96 et 216]. La FRC est calculée comme suit : le
nombre d'informateurs, qui ont mentionné I'utilisation de I'espéce (Fc), divisé par le

nombre total d'informateurs (N).

RFC=Fc/iN

2.3. Criblage phytochimique

La poudre des graines et de feuilles de Z.lotus L. de différentes régions sont
examinés pour leur composition chimique qualitative, en utilisant des méthodes
standard [217, 148] pour l'identification des groupes suivants: les flavonoides, les

tanins, les alcaloides, les terpénoides et les saponosides...etc.

2.3.1. Mise en évidence des flavonoides

Pour caractériser les flavonoides, 0,5 g de la matiere végétale est placé dans
10 ml d’eau distillée pendant 10 min, aprés agitation I'extrait est filtré et mis dans
un tube, puis, 5 ml d’une solution d'ammoniac diluée sont ajoutés, ensuite, 1 ml
d’acide sulfurique est additionné, I'apparition d’'une couleur jaune indique la

présence des flavonoides.

Réaction a la cyanidine : nous avons introduit dans un tube a essai 5 ml
d’infusé a 5 %, et ajouté 5 ml d’alcool chlorhydrique (éthanol a 95 %, eau distillée,
HCl concentré a parties égales en volumes) ; puis quelques copeaux de

magnésium et 1ml d’alcool iso amylique.

L’apparition d’'une coloration rose orangée (flavones) ou rose violacée
(flavonones) ou rouge (flavonols, flavanonols) rassemblée dans la couche
surnageante d’alcool iso amylique indique la présence d’un flavonoide libre

(génines). Les colorations sont moins intenses avec les hétérosides flavoniques.



La réaction est négative avec les chalcones, les dihydrochalcones, les

aurones, les catéchines et les isoflavones.

- Leucoanthocyanes : nous avons effectué la réaction a la cyanidine sans ajouter

les copeaux de magnésium et chauffé au bain-marie pendant 15 mn.

En présence de leucoanthocyanes, il se développe une coloration rouge cerise

ou violacée. Les catéchols donnent une teinte brun-rouge.

2.3.2. Mise en évidence des tanins

Afin de caractériser les tanins, 1,5 g de matériel végétal sec en poudre, sont
placés dans 10 ml de méthanol 90 % avec agitation pendant 15 min, I'extrait est
filtré et mis dans un tube. L’ajout de FeCI3 1% permet de détecter la présence ou
non des tanins. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au

brun verdatre en présence de tanins catéchiques.

Tanins galliques : réaction de Stiasny

A 30 ml d’infusé a 5 %, nous avons ajouté 15 ml de réactif de Stiasny (10 ml de
a 40% et 5 ml d’ HCI concentré), puis nous avons chauffé au bain-marie a 90 °C
pendant 15 mn environ. Apres filtration, le filtrat a été saturé par 5 g d’acétate de
sodium pulvérisé. Nous avons ensuite ajouté 1 ml goutte a goutte d’'une solution
de FeCl3 a 1 %. L’'obtention d’un précipité montre la présence de tanins galliques.
Filtrer et saturer 10 ml du filtrat d’acétate de sodium. Ajouter quelques gouttes de
FeCI3 a 1%. Le développement d’'une teinte bleu-noire indique la présence de

tanins galliques non précipités par le réactif de Stiasny.

.2.3.3. Mise en évidence des alcaloides

Nous avons introduit 10 g de poudre végétale séchée dans un erlenmeyer de
250 ml, puis nous avons ajouté 50 ml de H2SO4 a 10 %. Aprés agitation, nous
avons laissé macérer 24 heures a la température du laboratoire puis filtré sur

papier filtre. Ensuite, nous avons complété le filtrat a 50 ml avec de I'eau distillée.



Caractérisation

Nous avons introduit dans deux tubes a essai 1 ml de filtrat et ajouté 5 gouttes
de réactif de Mayer dans le premier tube et 5 gouttes de réactif de Dragendorff
dans le second.

Les résultats ont été classés comme suit :

Précipité trés abondant : + + +
Précipité abondant : + +
Précipité moyen : +

Absent ; ==

2.3.4. Dérivés anthracénigues

Anthraquinones libres

A 1 g de poudre, nous avons ajouté 10 ml de chloroforme et chauffé pendant 3
mn au bain-marie bouillant. Nous avons ensuite filtré a chaud et complété a 10 ml.
A 1 ml de I'extrait chloroformique obtenu, nous avons ajouté 1 ml de NH4OH dilué
et agité. La coloration plus ou moins rouge indique la présence d’anthraquinones

libres.

» Anthraguinones combinées

e Les O-hétérosides

A partir du résidu de la drogue épuisée par le chloroforme, nous avons préparé
un hydrolysat auquel il a été ajouté 10 ml d’eau, 1 ml d’ HCI concentré puis
maintenu le tube a essai au bain-marie bouillant pendant 15 mn. 5 ml de
’hydrolysat sont agités avec 5 ml de chloroforme. A la phase organique, nous
avons ajouté 1 ml de NH40OH dilué. ; la présence d’anthraquinones est révélée par

la coloration rouge plus ou moins foncée.

La réaction peut étre plus poussée par addition a 5 ml de I'hydrolysat 3 a 4
gouttes de FeClI3 a 10 %, puis agitation avec 5 ml de chloroforme. A la phase

chloroformique, nous avons ajouté 1 ml de NH4OH dilué et agité. En présence de



produits d’oxydation des anthranols ou des anthrones, la coloration rouge est plus

intense que précédemment.

* Les C-hétérosides :

Nous avons repris la phase chloroformique qui a été conservée par 10 ml
d’eau, puis ajouté 1 ml de FeCl3 a 10 %. Aprés ébullition au bain-marie pendant
30 mn, nous avons agité avec 5 ml de chloroforme et ajouté a la phase
chloroformique 1ml de NH4OH dilué. Une coloration rouge plus ou moins intense
indique la présence de génines C-hétérosides.

2.3.5. Mise en évidence Stérols et triterpénes

L’extrait a tester a été obtenu a partir de 1 g de poudre et 20 ml d’éther laissé
en macération pendant 24 heures, puis filtrés et complétés a 20 ml avec de I'éther.
Aprés avoir évaporé a sec 10 ml de I'extrait, nous avons dissout le résidu dans 1
ml d’anhydride acétique puis 1 ml de chloroforme. Nous avons ensuite partagé
dans deux tubes a essai. L’'un servant de témoin, nous avons mis dans le fond du
second tube a essai a l'aide d’une pipette 1 a 2 ml de H2SO4 concentré. A la zone
de contact des deux liquides, il y a formation d’'un anneau rouge brunatre ou violet,
le surnageant devenant verte ou violette révele la présence de stérols et

triterpénes.

2.3.6. Mise en_évidence des Saponines

Le principe consiste a déterminer l'indice de mousse persistante pendant une
période de 15min d’'une décoction aqueuse de 1%. Aprés refroidissement et

filtration, on a réajusté le volume a 100 ml.

Nous avons porté a ébullition 100ml d’eau distillée dans un erlenmeyer de
250ml et y ajouté 1g de poudre puis maintenir une ébullition modérée pendant 15

mn. Apreés filtration, nous avons ajusté le filtrat a 200ml.
e Caractérisation

Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, nous avons reparti
successivement 1, 2, ....10 ml du décocté a 1 % préparé et ajusté le volume dans

chaque tube a 10 ml avec de I'eau distillée. Ensuite, chaque tube a été agité dans



le sens de la longueur pendant 15 secondes en raison de 2 agitations par
seconde. Apres avoir laissé au repos pendant 15 minutes, nous avons mesuré la
hauteur de la mousse dans chaque tube. Le tube dans lequel la hauteur de la

mousse est de 1 cm indique I'indice de mousse :

Si elle est proche de 1cm dans le Xéme tube, on calcule l'indice de mousse par la

formule suivante :

10040

Indice de mousse=

Numero du tube

La présence de saponines dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a
100 [254].

2.3.7. Mise en évidence des composés réducteurs

Nous avons introduit 5 ml d’'un décocté aqueux a 10 % dans un bécher de 100
ml et évaporé a sec au bain-marie. Au résidu, a été ajouté 1 ml de réactif de
Fehling (0,5 ml de réactif A et 0,5 ml de réactif B, mélange extemporané).
L’obtention d'un précipité rouge-brique indique la présence de composes

réducteurs.

2.3.8. Mise en évidence des Mucilages

Nous avons introduit 1 ml d’'un décocté a 10 % dans un tube a essai et ajouté 5
ml d’éthanol absolu. Aprés une dizaine de minutes, I'obtention d’un précipité

floconneux par agitation, indique la présence de mucilages.

2.3.9. Mise en évidence des Coumarines

5 ml d’extrait éthéré obtenu apres une macération de 24 heures sont évaporés
a l'air libre, puis repris avec 2 ml d’eau chaude. La solution est partagée entre 2
tubes a essai. La présence de coumarines est révélée aprés ajout dans I'un des
tubes 0,5 ml de NH40OH a 25 % et observation de la fluorescence sous une lampe
UV a 366nm. Une fluorescence intense dans le tube ou il a été ajouté

'ammoniaque indique la présence de coumarines.



2.4. Etude analytique

e Dosage de l'eau (Méthode gravimétrique)

Principe : Il consiste a déterminer la perte en masse d’'une quantité connue de
poudre par dessiccation a I'’étuve a la température de 103 °C + 2 ° C pendant 24

heures.

Mode opératoire : Pour cela nous avons introduit 5 prises d’essai (1 a 2 Q)
respectivement dans 5 verres de montre préalablement tarés (T1 a T5). Les
masses des prises d’essai plus les tares ont été notées P1 a P5. Aprés 24 heures
de séjour a I'étuve a la température de 103°C + 2 ° C, nous les avons pesés de
nouveau et noté P'1 a P’5. Les prises d’essai ont été placées a I'étuve jusqu’a
masse constante [214 et 217]. La masse d’eau contenue dans la poudre de

chaque verre de montre notée M est donnée par la formule :
M=P-P

La masse de la prise d’essai est :

MPE=P-T

Le pourcentage d’eau contenue dans la poudre est :

Eau% = [(masse eau)/MPE] » 100

M = La masse d’eau contenue dans la poudre
M PE : Masse de la prise d’essai.

Nous avons déterminé la moyenne des pourcentages d’eau des 5 verres de

montre dans les mémes conditions.

e Détermination de la teneur en cendres (Cendres totales)

Principe : il repose sur la détermination des substances résiduelles non volatiles

contenues dans une drogue lorsque cette derniere est calcinée.



Mode opératoire : nous avons pesé une prise d’essai de la poudre (M) dans un
creuset en silice préalablement taré (T). Aprés incinération au four a une
température d’environ 600°C pendant 6 heures puis refroidissement dans un
dessiccateur, la masse du creuset contenant la prise d’essai a été déterminée et

notée M.

La masse des cendres totales (mCt) contenue dans le creuset est donnée par la
Formule :

mCt=M- M

La masse de la prise d’essai (PE) est donnée par la formule :
MPE=M-T

Le pourcentage des cendres totales (% Ct) est donné par la formule :

%Ct=[m Ct/MP E dx ] x100

mCt =masse des cendres totale
M’= prise d’essai apres incinération
M= prise d’essai de la poudre

Nous avons réalisé 5 essais de la méme maniere afin de déterminer un

pourcentage moyen.

2.5. Préparation des extraits

2.5.1. Extraction liguide-solide (Soxhlet)

Le protocole d’extraction suivi est la méthode normalisée du Soxhlet décrite par
la méthode standard [218]. Les feuilles et les graines, séparément sont broyées et
réduits en poudre. Vingt grammes de poudre obtenue sont soumis a une

extraction pendant quatre heures dans un extracteur de type Soxhlet, en utilisant



comme solvant d’extraction le méthanol /eau distillé (70 /30, v/v ml) distillant entre
40 et 60 °C. Aprés évaporation du solvant, sous pression réduite a I'aide d’un
évaporateur rotatif a 40-60 °C, I'extrait obtenue est conservée a une température

de —4 °C afin de l'utiliser ultérieurement.

2.5.2. Extraction par macération

L’extraction se fait selon la méthode décrite par [219]. Les feuilles et les graines
de Jujubier sont séchées a température ambiante a I'abri de la lumiére, ensuite
réduite en poudre. La poudre est macérée séparément dans trois solvants de
polarité croissante, chloroforme, acétate d’éthyle, méthanol et dans 'eau distillé
pendant 7jours, filtrée et concentrée par évaporation rotative, lyophilisation. Les

extraits bruts obtenus sont conservés a -4°C.

2.5.3. Rendement d’extraction

Le rendement (R) de la plante en extraits secs est le rapport entre la masse de
I'extrait sec (ME) et la masse de la poudre végétale (MV) de la prise d’essai [220
et 221]. Le rendement est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule

suivante:

R= [Me/M,] X 100

ME= masse de I'extrait sec
MV = masse de la poudre végétale

2.6. Analyse colorimétrigues par spectrophotométrie

2.6.1. Détermination de la teneur en composés phénolique

Les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits sont déterminées
selon la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par [222]. C’est 'une des méthodes
les plus anciennes concue pour déterminer la teneur en polyphénols, des plantes

médicinales et les nourritures {3].



Un volume de 200ul de chaque extrait brut (1mg/ml), est ajouté a 1ml du
réactif Folin-Ciocalteu (10 fois dilués), puis 0.8 ml de carbonate de sodium
(Na2C0O3 a 7.5%) sont ajoutés, afin de favoriser un milieu alcalin pour démarrer la
réaction d'oxydoréduction. Le mélange est laissé a température ambiante, a
'obscurité pendant 30 minutes. L'absorbance est lus a 765 nm, a l'aide d’'un

spectrophotometre UV-Visible (WPA Lightwave II).

La quantification des polyphénols totaux est faite en fonction d'une courbe
d'étalonnage réalisée par un standard étalon ('acide gallique) a différentes
concentration (0.487, 0.975, 1.95, 3.9, 7.81, 15.625, 31.25 mg/g) dans les mémes
conditions que les extraits et les résultats sont exprimés en milligramme
d’équivalent d’acide gallique par 1 gramme d’extrait (mg EAG /g de matiere
séche), utilisant I'’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de
I’'acide gallique : Y=0,0104x + 0,0204 ; R2=0,998.

2.6.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

L’évaluation quantitative des flavonoides totaux dans les différents extraits est
effectuée selon la méthode décrite par [213 et 223] avec le réactif de de
trichlorure d'aluminium (AICI3). Le trichlorure d'aluminium forme un complexe

jaune avec les flavonoides qui absorbe dans le visible.

Une quantité de 100 ul de chaque extrait brut (10mg/ml) est mélangé avec
100ul de trichloride d’aluminium dilué a 20% dans le méthanol, additionné de 50 pl
d’acide acétique. Le volume obtenu est ajusté avec du méthanol jusqu'a 5ml.
L’absorbance est mesurée a 415 nm aprés 40 minutes contre le blanc. Une
gamme étalon a base de Quercetine est également préparée dans les mémes

conditions expérimentales.

Les teneurs en flavonoides totaux dans chaque extrait sont calculées en se
référant a I'équation de régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le
standard étalon la quercetine a différentes concentrations (50, 100, 150,200, 250,
300, 350, 400 ug/ml) et dans les mémes conditions et les mémes étapes du
dosage : Y=0.001x+0.056 R2=0,9550. R2= 0,9550



Elles sont exprimées en milligrammes d’équivalents de Quercetine par gramme

d’extrait (mg EQ / g de I'extrait).

2.6.3. Détermination de la teneur en tanins condensés

L’évaluation quantitative des tanins condensés dans nos extraits est réalisée

selon la méthode citée par [224].

Le principe de ce dosage est basé sur 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 500 nm [225].

50ul de chaque des extraits (1 mg/ml), est mélangé avec 1,5 ml de la vanilline
4%, suivis de 750 pl de I'acide chlorhydrique HCI concentré sont ajoutés. Aprés
que la solution est bien mélangée et laissé pendant 20 min dans I'obscurité a une

température ambiante. Les absorbances sont mesurées a 500 nm.

Les teneurs en tanins catéchiques sont calculées a partir de I'équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage établie avec la catéchine a des
concentrations de (50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000 mg/qg) :

Y=0,0006123x-0,002053; R?=0,9722

2.7. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

2.7.1. ldentification des composés phénoliques

e Programme

Les composés phénoliques (solutés) sont analysés a une longueur I'onde
égale a 280 nm /254nm. Les solvants d’élution choisis (phase mobile)
correspondent a 3 % (dans I'eau ultra pure) avec 0.1% d’acide acétique (A) et 100
% de méthanol (B). Les échantillons ont été extraits selon le gradient commencant
par 20 % en B pendant 10min comme condition initiale. Puis on augmente la
concentration de cet éluant (B) de 60 % pendant 28 min, a 80 % en B pendant 7

min et a 95 % en B pendant 3 min. En fin d’élution, le taux de méthanol est



maintenu a 95 % pendant 1 min pour stabiliser la colonne. Les standards ont été

injectés d’abord et ensuite les échantillons, avec un débit d’élution de 0,8ml / min.

Un rincage de la colonne avec le méthanol entre deux injections successives
est effectué. Le HPLC fonctionne selon un principe bien déterminé. En effet, les
solutés a séparer, ainsi mise dans le solvant, sont induits dans la phase mobile.
Elles interagissent avec les absorbants dans la colonne chromatographique.
Poussé par une pompe, la phase mobile parcourt le systéeme chromatographique.
Les solutés en solution se répartissent suivant leurs affinités entre la phase mobile
et la phase stationnaire (absorbant). lls sont détectés sous forme des pics grace a
un détecteur associé a une détection UV.

Ces pics sont identifiés selon les standards de la rutine, de [l'acide
chlorogénique et de I'apigénine. Ces standards phénoliques ont été obtenus chez

Sigma Aldrich (Steinheim, Allemagne).

Les quantités des composés phénoliques ont été évaluées a partir des zones
de pointe. En sachant que la surface des pics est proportionnelle a la quantité

injectée de I'analyte correspondant on a alors :

A= km*C

Avec :

A= aire du pic,

C= concentration du composé injectée,

Km = coefficient de réponse du détecteur, Les concentrations sont exprimées en
mg par g d’extraits pour les feuilles et les graines.

e Méthode

La composition en polyphénols (rutine, berbérine, chaempférol, quercétine) est
déterminée par la méthode HPLC (photos 17). Les extraits sont a travers des
filtres a membrane dont la taille des pores est de 0,45 um (Vivascience AG,
Hanovre, Allemagne). La solution filtrée est injectée dans un appareil HPLC
DIONEX (P680_ASI 8100_Agilent) équipé d'un détecteur UV et d’'une colonne
Agilent Eclipse XDB - C18 (150 x 46 mm, 5 um). L’extraction se réalise en double

et les analyses se déroulent en triple.



Figure 2.3: Extraits de Z.lotus L Figure 2.4: Extraits injecté
sur la chaine

2.8. Tests biologique

> Activités in vitro

2.8.1. Evaluation des activités antioxydante

De nombreuses méthodes sont utilisées pour [I'évaluation de [lactivité
antioxydante des extraits de plantes. La plupart de ces méthodes sont basées sur

la coloration ou décoloration d’'un réactif dans le milieu réactionnel.

Pour étudier I'activité anti-radicalaire des extraits aqueux et organiques de
Z.lotus L., nous avons utilisé le test au DPPH (2,2 —diphényl-1- picrylhydrazyle), et
une technique d’analyse de la capacité antioxydante réductrice de I'ion ferrique

Fe3* en ion ferreux Fe2*.

4 Test au DPPH

L’effet antiradicalaire de différents extraits de Z. lotus L. vis-a-vis du radical
DPPH?° est basé sur la méthode décrit par [226].

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a
piéger le radical DPPH° (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil). Ce dernier de couleur
violette se réduit en 2.2 diphényl-1-picryl hydrazine de couleur jaune en acceptant

un atome d’hydrogéne (figure 2.5).
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Figure 2.5. Structure du DPPH et sa réduction par I'antioxydant RH [80].

Dans des tubes, 2.5 ml de difféerentes concentrations de chaque extrait sont
introduit et 0.5 ml de solution méthanolique de DPPH (0.2 mM DPPH, dissous
dans le méthanol) fraichement préparée sont ajoutés. Le mélange est agité au
vortex, les tubes sont placés a l'obscurité a température ambiante pendant 30

minutes.

Aprés l'agitation au vortex, la lecture du changement de couleur est effectuée

par la mesure de I'absorbance a la longueur d’'onde 517nm.

L’activité antioxydante de nos extraits est exprimée en IC50, ce parameétre est
défini comme étant la concentration de I'antioxydant qui cause la perte de 50% de
I'activité de DPPH.

Les valeurs d’IC50 moyennes sont calculées par les régressions linéaires des
trois essais séparés ou l'abscisse est représentée par la concentration des
composes testés et I'ordonnée par le pourcentage de réduction (PR) du radical

DPPH, qui est calculé par la formule suivante :

Inhibition {Ofo} = [{Abﬁ Cortral négatif —Abs échantillnn” Abs Contral négatif] <100




| % : Pourcentage de I'activité anti-radicalaire ;

Abs Echantillon : Absorbance de I'échantillon ;

Abs Control négatif : Absorbance du control négatif (solution de DPPH
seulement).

Le contrble négatif est composé de la solution de DPPH dans le méthanol seul,
et le contrOle positif est représenté par une solution d’'un antioxydant standard le
BHT, avec des concentrations de 0.48 a 1000 ug/ml. En outre, les valeurs IC50

ont été déterminées a l'aide du logiciel SPSS statistics.

+ Test au pouvoir réducteur de l'ion ferrique (FRAP)

La méthode ferric reducing antioxidant power (FRAP) est basée sur la capacité
des produits testés a réduire Iion ferrique (Fe3*) en ion ferreux Fe?* [208]. La
formation du Fe?* peut étre évaluée en mesurant et en surveillant 'augmentation
de la densité de la couleur bleu vert dans le milieu réactionnel a 700nm, par
conséquent plus la coloration est intense plus I'échantillon analysé est considéré

comme un bon réducteur [227].

Le pouvoir réducteur du Fe3* par les différents extraits est évalué selon la

méthode décrite par [205] comme suit :

On prépare une solution mere en dissolvant 1mg de chaque extrait dans 1ml de
méthanol. A partir de cette solution, on réalise une série de dilutions de 0.6 ; 0.4;
0.2;0.1;0.05 et 0.01 mg/ml.

Dans des tubes stériles, on introduit 1ml de chaque concentration des différents
extraits, auquel on ajoute 2.5 ml d’'une solution tampon de phosphate (0.2 moll/l,
pH=6.6) et 2.5 ml d’'une solution de Ferricyanure de potassium K3Fe(CN) 6 a 1%.
Le mélange est vigoureusement agité par vortex puis incubé au bain-marie a 50°C
pendant 20 minutes. Aprés incubation, on ajoute 2.5 ml d’acide trichloracétique a
10% pour stopper la réaction, les tubes sont ensuite centrifugés a 3000 rpm
pendant 10 minutes. A 2.5 ml du surnageant sont ajoutés 2.5 ml d’eau distillée et
0,5 ml d’une solution aqueuse de chlorure ferrique FeCI3 a 0.1%. La lecture de la

densité optique se fait a 700 nm.



Les solutions d’acide ascorbique sont préparées dans les mémes conditions
gue les échantillons. Un blanc est préparé dans les mémes conditions mais en
remplacant I'extrait par du méthanol. Chaque essai est réalisé trois fois.

L’absorbance augmente avec I'augmentation du pouvoir réducteur des extraits.

Les valeurs moyennes des EC50 correspondant aux concentrations efficaces
donnant une absorbance de 0.5 de pouvoir réducteur du Fer, elles sont calculées

par régressions linéaires des trois répétitions de chaque extrait [228].

2.8.2. Potentiel antimicrobien des plantes

» Microorganismes et les extraits testés

Les souches microbiennes utilisées dans cette étude sont des souches
références : Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Bacillus subtilis ATCCC qui
sont des bactéries a Gram positif et Escherichia coli ATCC 2592, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Kleibsiella pneumonia ATCC qui sont des bactéries a

Gram négatif et deux levures : Candida albicans ATTC et Candida krusei ATCC.

Vingt-quatre extraits bruts de Zizyphus lotus L. préparé ont été testés selon la

méthode de diffusion en milieu gélosé:

- huit extraits : (EAq, EMeOH, EAc, ECHCI3) de feuilles et des graines de
Zizyphus lotus L. de Médéa

- huit extraits (EAq, EMeOH, EAc, ECHCI3) de feuilles et des graines de
Zizyphus lotus L. de la région d’El oued.

- huit extraits (EAq, EMeOH, EAc, ECHCI3) de feuilles et des graines de

Zizyphus lotus L. de la population de région de Tamanrasset.

La détermination de la CMI et CMB est effectuée pour Vingt-quatre extraits bruts

(Aqueux et organiques).



a) Evaluation de l'activité antibactérienne et anticandidosique des extraits

Deux méthodes différentes sont utilisées pour I'évaluation in vitro de I'activité
antimicrobienne: La méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé

(aromatogramme) et la méthode de la micro-dilution en milieu liquide.

% Technique de diffusion en milieu gélosé (méthode des disques)
1) Préparation de la suspension bactérienne

Les bactéries sont ensemencées sur une gélose nutritive a partir du stock de
bactéries congelées. Aprés avoir vérifié I'aspect macroscopique des colonies et
'aspect microscopique aprés coloration de Gram, deux petites colonies (ou une
grande colonie) sont prélevées, a l'aide d’une anse stérile et dispersées dans 10

ml de I'’eau stérile pour préparer les suspensions de chacune des souches.

La densité de la suspension est ajustée a 0,5 Mc Ferland a l'aide d’un
refractometre, puis une dilution supplémentaire au 1/10 est effectuée pour les

bactéries a Gram négatif (E coli, P aeruginosa et K pneumonia).

2) Préparation des boites de Pétri

Le milieu Muller Hinton gélosé en surfusion a été coulé en boites de Pétri (20 ml
par boite), et laissé refroidir préalablement a tout ensemencement.
L’ensemencement des boites est effectué selon la méthode d’inondation, 2-3 ml
de l'inoculum sont versés et dispersés sur toute la surface du milieu gélosé Muller
Hinton, ensuite la suspension a été aspirée a I'aide d’'une pipette en plastique
stérile, les boites sont séchées sous une hotte a flux laminaire stérile pendant 15
minutes. Puis des disques de 8 mm imprégnés par les différents extraits a tester
sont déposés délicatement a I'aide d’une pince stérile sur la gélose (3 disques de
6mm par boite). Des disques imprégnés de gentamicine (50 ug/disque) d’autres
avec du DMSO (50 pl /disque) servant respectivement de témoin positif et négatif,

ont été aussi déposés sur la surface de la gélose ensemencée [229].

L’'imprégnation des disques a été faite, au préalable, a I'aide de micropipette, 50
Ml de la solution (10 pg/ul) est déposée a la surface du disque (soit 500 ug de
I'extrait brut). Tous les produits purs sont testés avec 500ug/disque [230].



Aprés 30 minutes de preé-diffusion des solutions, les boites de Pétri sont

incubées a 37°C pendant 24h. .

L’activité antibactérienne est exprimée par la mesure de diamétre (en
millimétres) de la zone translucide autour des disques, correspondante a la zone

d’inhibition de croissance bactérienne [231].

D’apres Kumar, M et al [231], Les résultats sont classés suivant la sensibilité

des souches vis-a-vis des substances testées comme suit :

. Diamétre < 10mm : souche non sensible ou résistante

. Diamétre de 10 a 15 mm : souche moyennement sensible
. Diametre de 15 a 19 mm : souche trés sensible

. Diamétre =2 20 mm: souche extrémement sensible

« Détermination des parameétres antimicrobiens (CMI, CMB) par micro-

méthode de dilution en milieu liguide.

1) Préparation des extraits

Une série de dilution de chaque extrait a tester est préparée a des
concentrations allant de 1000 pg/ml a 15,6 ug/ml (1000, 500, 250, 125, 62,25,
31,25 et 15,6ug/ml). Pour cela, 250 ug de chaque extrait ont été dissous d’abord
dans 500 pl DMSO auxquels nous avons ajouté 4,5 ml de Muller Hinton, afin
d’obtenir une concentration maximale de DMSO a 5% dans les puits. A partir de
cette solution mére, la 2éme concentration a tester a été préparée par dilution au

1/2 et ainsi de suite jusqu’a arriver a 15,6 ug/mil.
2) Préparation de l'inoculum

A partir des colonies bactériennes (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus subtilis ATCC) isolées sur gélose nutritive, Un premier repiquage en
prenant 2-5 colonies dans 10 ml de MH est réalisé a 37° C pendant 18h dans
I'’étuve. Ensuite 0,3 ml de la suspension bactérienne sont prélevés et dispersé
dans 10 ml de MH, puis remis en culture pendant 3-5 h sous agitation a 37°C. La
culture est arrétée lorsqu’une concentration bactérienne de 5x107 CFU/ml environ

est atteinte. Ceci est vérifiée par la mesure de la densité optique OD = [0,08-0,13]



a la longueur d’onde 625 nm [231]. Une dilution au 1/10 dans du milieu Muller
Hinton est effectuée pour obtenir la concentration bactérienne de 5X106 CFU/mI

qui sera utilisée dans les microplaques.

3) Préparation des microplagues

100 ul de chaque dilution des différents extrait a tester sont répartis en triplicata
a l'aide d’'une micropipette de 100 ul dans les cupules des microplaques de 96
puits (Sarstedt, Allemagne), puis 100ul de la suspension bactérienne a 5x106
CFU/ml est ajoutée dans chaque puits (une souche bactérienne par plaque).
Chaque puits contient un volume final de 200pl. (Concentration des extraits sont

diluées au ¥%).

Dans chaque plaque 96 puits nous avons préparé en triplicata, comme témoin
négatif, une gamme de DMSO aux concentrations correspondantes a celles
utilisées pour préparer les solutions a tester et comme témoin positif d’inhibition de
croissance des puits contenant une série de dilutions de gentamicine (25, 12,5, 5,
2,5 ug/ml).

4) Incubation et lecture des plaques

Les plagues sont incubées pendant 18h a 37°C.

» Concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI correspond a la concentration minimale d’extraits pour laquelle aucune
croissance bactérienne n’est visible aprés 18h d’incubation (absence de trouble ou

de dépbt bactérien au fond des puits [232].
» Concentration minimale bactéricide (CMB)

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) désigne la plus petite
concentration d’'une substance qui laisse au maximum 0,01% ou 0,1% de
bactéries survivantes, c’est-a dire une bactérie pour 1 000 ou 10 000 de I'inoculum

initial, aprés 24 heures d’incubation a 37 °C [9].

On prépare des dilutions allant 10-1 & 10-4 de l'inoculum de départ. Ces

dilutions sont ensemencées en stries sur des boites de Pétri contenant du milieu



Muller-Hinton solide. Ces boites nommées ‘A’ sont ensuite incubées a 37°C

pendant 24 heures.

Aprés la lecture des CMI, les tubes dans lesquels il n’y a pas eu de croissance
visible de bactérie servent a ensemencer en stries, des boites contenant de la
gélose Muller-Hinton. Cette série de boites de Pétri est nommée ‘B’ est incubée a
37°C pendant 24 heures.

La CMB est ensuite déterminée en comparant la croissance bactérienne des
boites A et B. Le premier tube expérimental dont le nombre de germes présents
sur sa strie est inférieur ou égal a celui de la dilution 10-4 (0,01% de croissance)
Correspondra a la CMB [233].

> Calcul du rapport CMB/CMI

Le rapport CMB/CMI permet de préciser la modalité d’action de la substance
testée [178]. Selon Mishra A.K. et Dubey N.K [234], I'extrait est bactéricide si le
rapport CMB/CMI <4. || est dit bactériostatique quand le rapport CMB/CMI >4.

b) Evaluation de I'activité antifongique

L’évaluation de I'activité des différents extraits vis a vis des champignons est
réalisée par la méthode de contact directe sur milieu gélosé « PDA» pour

déterminer les taux d’inhibition [12].

1ml de chaque extrait préparé est placé séparément dans des boites Pétri de
90 mm de diametre, en ajoutant 15 ml du milieu Pomme de terre —dextrose-agar
(PDA) stérile en surfusion. Les boites de Pétri sont agités manuellement pour
homogénéisation. La préparation de toutes les boites est effectuée dans les
conditions aseptiques. Aprés solidification du milieu les disques mycéliens de 5
mm de diamétre sont repiqués séparément a I'aide d’'une empote piece, par le
dépbt du disque mycélien au centre de la boite. Les boites sont toutes scellées
avec du parafilm avant l'incubation. En effet, cinq répétitions sont considérées
pour chaque isolat et chaque extrait. Le milieu PDA sans extrait a servi de témoin
pour chaque isolat [234]. L’incubation des boites est réalisée durant 7 jours a une
température de 25°C [235].



La croissance mycélienne des isolats testés et ceux des témoins positifs est
déterminés par la mesure de deux diameétres perpendiculaires des colonies
formées, passant par le centre du disque mycélien déposé. Les taux d’inhibition
de la croissance mycélienne sont calculés pour chaque extrait de plante préparée,
pour chaque concentration retenue et chaque isolat fongique testé, selon la

formule décrite par [235] :

| (%) = [(DT-Dt) /DT] X 100

ou,

« | : estle % d’inhibition de la croissance mycélienne de chaque isolat fongique

testé,
» DT : croissance mycélienne (mm) de chaque isolat fongique témoin testé,

» Dt : croissance mycélienne (mm) de chaque isolat fongique développé sur milieu
en présence de chacun des extraits préparés a base de la plante a différentes

concentrations.

2.8.3 Potentiel insecticides des plantes

« Toxicité par contact des grains par les extraits bruts des feuilles

A partir de la solution mére de chaque extrait testé a une concentration de
10mg/ml, cinq dilutions sont préparée par dissolution dans I'’eau distillée. 1ml de
chaque dilution est ajoutés séparément a 10g de substrat soit des graines de blé
pour les Tribolium castaneum contenu dans des boites de Pétri. Le mélange est
agité manuellement pendant quelques minutes de maniere a ce que tous les
grains soient uniformément enrobés. Un lot de 10 insectes adultes est introduit
dans chacune des boites. Dans les boites témoins, les grains sont traités

uniquement a l'eau distillée. Pour chaque dose ainsi que les témoins cing



répétitions sont effectuées. Le comptage des insectes morts est réalisé toutes les

24heures pendant une période de 7jours.

» Activités In Vivo

2.9.1. Evaluation de I'activité anti-inflammatoire

Nous avons évalué l'activité anti-inflammatoires des extraits Aqueux de trois
régions par la méthode qui consistent a provoquer une inflammation de la patte

des souris avec de la carragénine.

e Induction de 'cedéme plantaire

Le principe du test consiste a provoquer un gonflement aigu de la patte d'une
souris réalisé par linjection d’'une substance inflammatoire sous I'aponévrose
plantaire de la patte postérieure gauche. Celle-ci provoque une réaction qui peut
étre réduite par des substances anti-inflammatoires [236].

Cette réaction se traduit par un cedeme d'installation rapide et persistant. La
mesure est effectuée en comparant, a difféerents moments, le volume/épaisseur

(mm) de la patte des souris des lots traités avec celle du lot témoin [236].

L’étude de l'activité anti-inflammatoire est évaluée par la méthode décrite par
[237] :

a) Préparation de la solution de carragénine

On dissout 1 g de carragénine dans 100 ml d’eau physiologique stérile pour

obtenir une solution a 1%.

b) Préparation des souris

Les quarante souris Swiss albinos sont réparties en huit lots (de 1 a 8)
différents (6 souris par lot). Les souris sont mises a jeun 18 h avant la réalisation

du test tout en ayant un acceés libre a l'eau.



Figure 2.6. Injection de la carragenine sous I'aponévrose plantaire de la patte
postérieure gauche.

C) préparation des extraits

On dissout les différents extraits a tester dans une solution d’eau physiologique

stérile pour obtenir les concentrations de 200mg/Kg.

e Mode opératoire

Avant linjection de la carragénine les souris regoivent par voie orale les

différents extraits aux concentrations suivantes :

- Lot 1: utilisé comme témoin négatif recoit de I'’eau physiologique stérile,
- Lot 2: recoit le produit de référence Diclofénac a la dose de 50 mg/Kg,
-Lots 3: recgoit 'EMeOHF/M a la doses de 200mg/Kg

- Lots 4: recoit '/EMeOHF/O a la dose de 200mg/Kg

- Lots 5: recgoit TEMeOHF/T a la dose de 200mg/Kg

- Lots 6: regoit '/EMeOHG/M ala dose de 200mg/Kg

- Lots 7: regoit 'TEMeOHG/O a la dose de 200mg/Kg.

- Lots 8: regoivent 'TEMeOHG/ T a la dose de 200mg/Kg



Figure 2.7. Administration des extraits par voie orale.

Trente minutes aprés I'administration des différentes substances, I'inflammation
est induite par l'injection de 0,1 ml de la solution de carragénine a 1% sous
’aponévrose plantaire de la patte postérieure gauche de chaque souris.
L’épaisseur des pattes est mesurée avec un pied a coulisse avant et apres

I'induction de l'inflammation a 0, 1, 2, 3 et 4h.
d) Expression des résultats

L'activité anti-inflammatoire est exprimée par le pourcentage d’inhibition de
I'cedéme (%) des pattes des souris traitées par rapport au groupe témoin négatif
selon la formule de [238] :

1%= 1 Dif férence de liépaisseur de la patte des souris traitées

X 100

dif férence de liépaisseur de la patte des souris témoin

2.9.2. Evaluation de I'activité antidiabétique

- Test sur la glycémie normale

Matériel de travail (voir Annexe 2)




e Mode opératoire :

Les lapins ont été mis a jelne pendant 18 heures ; ensuite leurs glycémies de
base ont été déterminées. Elle est calculée sur une moyenne de 14 lapins
soumis a un jeQne non hydrique avant de déterminer leur glycémie normale. Nous

avons repris trois fois cette expérience avec des intervalles de 72H.

Prélevement de sang

Il a été effectué par ponction dans la veine marginale de I'oreille, afin d’obtenir

une goutte de sang suffisante pour la détermination de la glycémie.

Dosage de la glycémie

Le Systéme "One touch " : (instrument, test sensors et contréles) Cet appareil
a eté concu pour les patients diabétiques et des professionnels de la santé pour
mesurer le taux de glucose sur sang total. Le systeme One touch est spécifique

au glucose et se réfere au glucose sur sang total.

a) Hyperglycémie Temporaire :

Pour I'hyperglycémie temporaire, nous avons utilisé des lapins qui ont été

réparties par lot dont :
Trois lots d’essais, un lot t¢moin et un lot de référence.

» Répartition des animaux en lots

Les lapins ont été répartis en cing lots dont trois lots de 3 lapins et deux lots de
2 lapins. Les animaux sont soumis a un jeun préalable de 18 heures avant

I'expérimentation.

Lot 1: recevant 8mg/kg de I'extrait aqueux des feuilles de Zizyphus lotus L. de
Médéa.
Lot 2: recevant 8mg/kg de [I'extrait aqueux des feuilles de Zizyphus lotus L. d’El

Oued.

Lot 3: recevant 8mg/kg de [I'extrait aqueux des feuilles de Zizyphus lotus L. de

Tamanrasset



Lot témoin: recevant 1ml/kg d’eau distillée.
Lot de référence: recevant 22,1mg/kg de Metformine 500mg.

Le procédé consiste généralement a administrer (par voie orale ou
intraveineuse) une quantité déterminée de glucose. Dans notre étude nous avons

utilisé le glucose pur par voie orale chez les lapins.

» Hyperglycémie provoquée par voie orale : (H.P.V.O)

Elle se fait par voie orale avec une seringue munie d'une sonde
cesophagienne. 1g de glucose/kg de poids d'animal, en solution a 50% P/V dans

I'eau distillée.

* Administration de l'eau distillée, de l'extrait et du produit de référence

(Metformine)

Cette administration a été faite apres un jeun de 18heures. Par voie orale, 30
minutes avant d'administrer la surcharge de glucose, pour faire coincider le
moment d'activité maximum hyperglycémiant de la surcharge de glucose avec

celui d'activité maximum hypoglycémiante de I'extrait ou du produit de référence.

- Technigue de 'administration par voie orale

Nous avons immobilisé I'animal, la téte surélevée, la bouche ouverte. Ainsi la
bouche bien ouverte, une seringue chargée du produit, munie de la sonde gastro-
cesophagienne est introduite jusqu’a I'estomac, puis nous avons envoyé le produit
en poussant le piston de la seringue par le pouce vers I'avant a I'image d’une
injection. Ainsi aprés I'administration des extraits nous avons procédé a des séries
de dosage de glycémie chez ces lapins a des intervalles de 30mn, jusqu’a 3
heures. Cest a dire : 30mn, 60mn, 90mn, 120mn, 150mn et 180mn aprés

I’administration des extraits.

- Evaluation de la glycémie

Elle se fait avec un Glucometre de type One touch. La goutte de sang
ponctionnée est déposée sur la zone active d'une bandelette. La lecture de la
glycémie se fait automatiqguement 1 minute apres. Le résultat est exprimé en

mmol/l de sang. Aprés une premiere détermination de la glycémie initiale, nous



avons déterminé a intervalle de temps régulier les variations de la glycémie aux

temps :

T30 : glycémie 30mn aprés administration des extraits, d’eau distillée et de la

Metformine

T60 : Surcharge de glucose (50%).

T90 : glycémie 30mn apres la surcharge de glucose.
T120 : glycémie 1H apres la surcharge de glucose.

T180 : glycémie 2H apres la surcharge de glucose.

b) Hyperglycémie permanente ou diabéte expérimental

La méthode la plus commune est de provoquer, au moyen de meédicaments
une destruction des cellules B pancréatiques. Les substances les plus employées

comme diabétogénes sont la streptozotocine et I'alloxane[239 et 240].

» Diabéte Streptozotocinigue :

a) Induction du diabéte streptozotocinigue chez les lapins :

e Protocole :

Pour provoquer I'hyperglycémie avec la streptozotocine chez 11 lapins, elles
ont été mises a jeun de 18heures, puis leur glycémie de base a été déterminée.
Apres nous leur avons administré par voie intra péritonéale de la streptozotocine

a la dose de 50mg/kg.

Cette dose a été administréee 3 fois, a des intervalles de 48heures. Une
semaine plus tard aprés la derniére administration, nous avons déterminé leur
glycémie afin de sélectionner les lapins diabétiqgues. Nous avons sélectionné les
lapins ayant une hyperglycémie (les animaux ayant des taux plasmatiques de

glucose supérieurs a 126 mg / dl sont inclus dans I'étude).



Figure 2.8. Administration des extraits par voie orale.

Ces lapins ont été réparties en lot de trois lapins dont :

- un lot, traité avec I'extrait aqueux des feuilles de Z. lotus L. de Médéa a la

posologie de 4mg/kg;

- un lot, traité avec l'extrait aqueux des feuilles de Z. lotus L. d’El Oued a la

posologie (4mg/kg)

- un lot, traité avec I'extrait aqueux des feuilles de Z. lotus L. de Tamanrasset a la

posologie (4mg/kg)
- un lot, traité avec le produit de référence (Metformine 300mg), par voie orale ;

- enfin un lot témoins auquel nous avons administré de lI'eau distillée. Ainsi la
glycémie a été déterminée a T1, T2 et T3 aprés traitement (c’est-a-dire a des

intervalles de temps).

b) Evolution du poids corporel

Afin de déterminer l'influence de nos extraits sur le poids corporel et la
croissance des lapins, nous avons suivi I'’évolution du poids corporel, des lapins

témoins et traitées, périodiquement tout au long de I'expérimentation.



Le poids corporel est mesuré a l'aide d’'une balance en gramme (g) et les
variations du poids corporel des lapins par rapport au ler jour sont exprimées en

pourcentage (%) et calculé selon la formule suivante :

Variation du poids corporel (%) = (PJ —PJ0) 3 100 PJ0

PJO : poids corporel au ler jour ;
PJ : poids corporel au jour J.

Détermination des parametres biochimiques (Créatinine (mg/l) Triglycéride
(g/l), ASAT (UIN), ALAT (UIN)).

2.10. Etude statistique

Résultats expérimentaux sont exprimés par une moyenne + DS (Ecart-type de
trois mesures), les coefficients de corrélation de Pearson est déterminé a I'aide de
Logiciel SPSS. Les difféerences entre les groupes sont réalisées grace un logiciel
statistigue SPSS Statistics version 20.0 en utilisant I'analyse de la variance
(ANOVA) suivie par un test post-hoc. Les différences sont considérés comme

significatives pour un risque d’erreur de 5% soit (p< 0,05).



RESULTATS ET DISCUSSION




CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Données sociodémographiques des informateurs

La présente étude a mobilisé 150 informateurs, y compris des guérisseurs
traditionnels, des herboristes et des villageois compétents représentés par 100
femmes (66,66%) et 50 hommes (33,33%) sont interviewés. Leur &ge moyen était
de 54 ans avec un minimum de 20 ans et un maximum de 90 ans. La majorité des
personnes interrogées appartient a la zone rurale (92%) et 42% sont
analphabetes. En ce qui concerne l'origine de leurs connaissances, la majorité
d'entre eux (80%) sont initiés a la pratique de la médecine traditionnelle dans la

famille, cependant les autres sont initiés par ailleurs (tableau 3.1).Annexe 1.

Tableau 3.1 : Données sociodémographiques des informateurs.

Caractéristiques Nombre d'informateurs Fréguence
Tranches d’age (%)
<30 5 3,33
130-50] 60 40
150-70] 75 50
170-90] 10 6,66
Total 150 100
Sexe

Masculin 50 33,33
Féminin 100 66,66
Total 150 100
Scolarisation

Analphabéte 63 42
Primaire 65 43,33
Secondaire 20 13,33
Université 2 1,33
Total 150 100
Source de l'information

Héritagefamilial exclusif 120 80
Révélation divine 12 8
Initiation traditionnelle 10 6,66
Autres 8 5,33
Total 150 100




3.2. Résultats de I'étude analytique

3.2.1. Teneur en eau

Afin de déterminer la teneur en eau de la partie aérienne de Zizyphus lotus L.,
nous avons utilisé la méthode [241], dont le but est d’exprimer les résultats des

constituants biochimiques par rapport a la matiére seche.

Tableau 3.2 : La teneur en eau et de matiere seche des feuilles et des graines
de Zizyphus lotus L.

Teneur en eau pour (%) | Teneur en matiere
Régions séche (%)
Médéa 8,56+ 0,12 91,44+0,13
0
% El Oued 6,47+ 0,17 93,5320,15
(]
v Tamanrasset 1,75+ 0,23 98,25+0,11
Médéa 3,59+0,15 96,41+0,12
[72]
2 [ ElOued 2,4+0,17 97,6+0,16
S
O Tamanrasset 2,76x0,12 97,24+0,10

L’analyse de nos échantillons (Tableau 3.2), a montré une faible teneur en eau
dans les graines et les feuilles de Z.lotus L. étudiés. Elle est de I'ordre de 3,59+
0,15% ; 8,56+0,12% signifiant ainsi que 96,41+0,12% et 91,44+0,13%, pour les
graines et les feuilles de Médéa respectivement, représentent le taux de la matiere
séches de nos échantillons. Par contre les teneurs en eau dans les graines et les
feuilles de la région de Tamanrasset et d’El Oued sont beaucoup plus faibles avec

des pourcentages qui avoisinent les 6,5%.

Comparativement aux valeurs trouvées chez d’autres espéces du méme genre
en l'occurrence, Zizyphus mauritiana [242], Zizyphus spina christi [191] et
Zizyphus jujuba [243}, dont la teneur en eau est comprise entre 46 a 85%, alors
gue les valeurs que nous avons obtenue sont comprises entre: (1,75- 8,56) selon
le site de prélévements. Elles sont a comparés avec les valeurs, de [217] avec le
fruit de Zizyphus.lotus (8,96+0,73%) ;[244] avec un taux de 12 ,27% et de 8,9%
[245] dans la pulpe de Zizyphus.lotus .



3.2.2 Teneur en matiére organigue et cendre.

Dans le Tableau 3.3 sont rapportés les teneurs en matiéres organiques et
cendre. La teneur en cendre du Zizyphus lotus L. a été déterminée apres
incinération, la cendre grisatre obtenue représente les diverses substances

minérales.

Tableau 3.3 : Teneur en cendre et matiére organique des feuilles et des graines

du Zizyphus lotus L.

Régions Teneur en matiére Teneur en cendre (%)
organique/ (%)
® Médéa 96,45+0,13 3,51+ 0,10
E 97,35+40,15 2,65+ 0,13
L El Oued
99,22+0,11 0,78+ 0,15

Tamanrasset
m Médéa 97,66+0,12 2,34+0,10
()
8 El Oued 98,6820,16 1,32%0,12
(O]

Tamanrasset 98,57+0,10 1,43+0,10

Ces résultats sont a comparés avec ceux de [246], de fruit de Z. lotus (0,82%
de matiere seche), [217] une valeur de (3,5%), [245] une teneur de 3,44%, [244]

une valeur de 3,28% de pulpe de Z.lotus.

3.2. 3. Rendement en extraits bruts

> Extraits :

Chaque extrait a été caractérisé par sa couleur et son rendement par rapport au

poids du matériel végétal sec de départ.

Tableau 3.4.

Ces éléments sont présentés dans le




Tableau 3.4 : Aspect, couleur et rendement des extraits de feuilles et graines de

Ziziphus lotus L. par différents solvants.

Extrait des plantes Couleur Aspects Rendements (%)
© EFaq marron —noir Poudre 4,240,345
é EFMeOH vert foncé Pate-Pate 5,7+0,532
T EFAC vert foncé Liquide 3,510,624
E EFCHCI3 marron-vert Pate 3,0+0,542
HFsoxhlet vert foncé Liquide 10+0,653
EFaq marron Poudre 4,440,456
D EFMeOH vert Péate 5,441,054
§ EFACc vert liquide 3,440,653
- EFCHCI3 vert- noir Pate 2,610,745
HF soxhlet vert foncé liquide 12+0,876
© EFaq marron Poudre 3,710,452
:% EFMeOH vert liguide-Pateux 3,540,752
= EFAC vert liquide 1,100,256
EFCHCIs vert foncé Pate 1,750,128
HF soxnlet vert foncé liquide 10+0,960
© EGaq marron clair Poudre 10+1,340
é EGMeOH marron clair Pate 6,840,520
g EGAc vert-marron liquide-Pateux 1,9+0,656
E EGCHCIs marron clair Poudre 11,2+0,438
HGsoxhlet marron liquide 10+0,600
EGaq marron Poudre 9+0, 254
D EGMeOH marron Pate 11,140,653
§ EGAc vert foncé liquide pateux 1,840,421
“ EGCHCIs marron clair liquide (crémeux) 1,1+0,245
HGsoxhlet marron liquide 940,321
EGaq marron noir Poudre 10,940,234
EGMeOH marron Poudre 7,6+0,654
3 EGAc vert liquide(Pateux) 1,2+0,650
\é HGCHCIs vert foncé liquide (crémeux) 1+0,254
EGsoxnlet marron clair liquide 10+0,176

EFaq : Extrait de feuille aqueux ;

EFMeOH : Extrait de feuille méthanolique

EFAc : Extrait de feuilleacétated’éthyle ; EFCHCI3 : Extrait de feuille chloroformique
EGaq : Extrait de feuille aqueux ;

EGAc :Extrait de feuille acétate d'éthyle;

EGMeOH : Extrait de feuille méthanolique
EGCHCI3:Extrait de feuille

chloroformique HF soxhlet : L’huile végétale ; HGsoxhlet : L’huile des graines




Le solvant polaire, le pH, la température et le temps d’extraction sont des
facteurs devant étre contrdlés pour une meilleure récupération possible de

composer phénolique [247, 227 et 248].

L’efficacité de I'extraction dépend de la nature chimique des composés
phytochimiques, de la méthode d’extraction utilisée, de la taille des particules de

I’échantillon et du solvant utilisé [249].

3.3. Criblage phytochimique

Nous avons réalisé les tests phytochimiques sur la matiére végétale seche.
Ces tests sont en relation avec lintensité du précipité et la coloration,
proportionnellement a la quantité de la substance recherchée (requise). Les
etudes phytochimiques effectuées sur les feuilles et les graines de Z. lotus L. ont

donné les résultats, reportés dans le Tableau 3.5.

Tableau 3.5 : Caractérisation des groupes chimiques sur la poudre de feuilles et

de graines de Zizyphus lotus L.

Feuilles Graines
Constituants Médéa | El Oued | Tamanrasset | Médéa El Tamanrasset
Oued
Flavonoides +++ +++ +++ ++ ++ ++
Alcaloides ++ +++ +++ + ++ ++
Tanins + ++ ++ ++ ++ ++
Tritérpéne-stérols + ++ ++ + + +
Leucoanthocyanes - - — — — —
Oses holosides — — _ ++ ++ ++
Saponine: Mousse +++ +++ +++ — ++ —

(-) Absent ;(+) présent ; (++) présent avec une concentration modérée;(+++) présent avec une forte
concentration

Sur I'ensemble de nos réactions en tubes, celles des alcaloides et des
flavonoides ont été les plus franches avec une prédominance des flavones,
flavonones. Par contre, les coumarines et les leucoanthocyanes ont été absents

dans I'échantillon analysé.




Nous avons remarqué la présence des tanins dans les feuilles et les graines,
de méme que celle des catéchines dans les graines de Médéa mais absents dans

les feuilles.
Nous constatons que :

Les flavonoides existent dans les deux parties de la plante. lls sont en
guantités plus importantes dans les feuilles par rapport aux graines et cela pour
toutes les régions étudiées. La réaction de cyanidine confirme la présence de

flavonones, flavanonols et flavonoides libres dans les feuilles.

Dans les deux parties de la plante, les tanins catéchiques sont présents avec
des quantités plus importantes dans les deux régions Tamanrasset et El Oued
par rapport a Médeéa. Leur présence est confirmée par la réaction de Stiasny. Les
alcaloides sont présents dans les deux parties de la plante et cela quelle que soit

la région.

Dans les trois régions (Médéa, EI Oued et Tamanrasset), nous avons
remarqué que les alcaloides sont plus importants dans les feuilles par

comparaison aux graines.

Les triterpenes sont plus importants que le stérol dans les feuilles et dans les

graines pour tous les extraits testes.

Les indices de mousses indiquent que l'intensité des saponosides est plus
importante dans les feuilles comparativement aux graines dans les trois régions.
Un cas exceptionnel est noté dans la région d’El Oued ou nous constatons la

présence des saponosides dans les graines.

Les travaux de |188 et 243] viennent confirmer nos résultats a savoir que
Zizyphus lotus contient des molécules biologiqguement actives telles que les
flavonoides, tanins, les triterpénes, les anthraquinones, les alcaloides et les

saponosides.

De facon générale, les familles chimiques détectées dans notre étude viennent
confirmer les travaux de [188 et 15] et aussi ceux de [58] sur la méme espéce

Zizyphus lotus L. de provenance de Tunisie et Maroc.



3.3.1. Détermination de la teneur en composés phénolique

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits est

réalisée selon la méthode spectrophotométrie utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.

L’analyse quantitative des phénols de I'extrait aqueux et organique de Z. lotus
est déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage dressée a partir d’'une
gamme de solutions standard d’acide gallique établie séparément. La quantité des
phénols totaux dans les extraits est exprimée en milligramme d’équivalents
d’acide gallique par 1 gramme d’extrait (mg EAG/g). Les résultats obtenus sont

présentés dans la figure 3.1
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Figure 3.1. Courbe d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques



Tableau 3.6: Teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et tanins de différents
extraits bruts de Zizyphus lotus L.

Extraits bruts | Polyphénols totaux® Flavonoides® Tanins condensés®
® mgEAG/g mgEQ/g mgEC/g
2 Feuille
o HE sox 87+0.06 34.320.1 1.133+0.02
«» LAGQ 15.7+£0.2 12.37+0.22 1.523+0.2
g MeOH 91.5+0,2 37.7+0.03 1.156+0.02
é EtAcOH 72.910.01 18.5+0.04 nd
® | CHCl3 64,34 £ 0,02 17.02+0 1.001+0.01

HEsox 98+0.04 39.6x0.01 2.012+0.04
8 Aq 22+0.04 16.3220.4 3.00520.02
% MeOH 145+0.023 46.02+0.01 2.16x£0.034

EtAcOH 67+0.04 21.5+0.2 nd

CHCI; 45x0.04 18+0.6 nd

HEsox 56+0.04 29.4+0.04
% Aq 15.7+0.025 7+0.37mg 2.672+0.02
=| MeOH 55+ 0,2 34.7+£0.03 1.076+0.02

EtAcOH 43,9 £0,01 33+0,01 nd

CHCls; 40,34 £ 0,0201 28.5+0.04 nd

Graines

HESOX 35+0.02 26.02+0.02 nd
‘3)'3 Ag 12+0.01 14+0.02 3.234+0.04
§ MeOH 58+0.2 27.65+0.1 1.43+0.02
% EtAcOH 40.6x£0.04 24.3+0.02 nd
" CHCls; 37.09+0.02 22.7+0.034 nd

HESOX 32.3£0.3 27.8+0.02
§ Aq 10.56+0.44 14.2+0.23 1.653+0.03
% MeOH 51.6x0.06 28.2+0.02 1.597+0.03

EtAcOH 46x0.08 25.6£0.04 nd

CHCls; 33.6x0.01 24.09+0.02 nd

HESOX 34+0.2 22.7+0.03
© Aq 10.34+£0.04 10.3+£0.02 1.840+0.01
:% MeOH 35.02+0.02 24.3+0.02 1.29+0.02
= EtAcOH 32.3x0.02 21.2+0.02 nd

CHCls 27.2+0.02 19.02+0.04 nd




HESOX : Huile végetale ; Aq : Extrait aqueux ; MeOH : Extrait méthanolique ;
EtAcOH : Extrait acétate d’éthyle ; CHCI3 : Extrait chloroformique.

De nombreuses études ont rapporté une corrélation positive entre les
composeés phénoliques dans les plantes et leurs activités antioxydantes, ce qui
montre l'importance des composés phénoliques comme antioxydants [53]. Notre
étude montre que les extraits méthanolique de feuilles de Z. lotus L. d’El Oued,
Tamanrasset et Médéa ont des teneurs phénolique les plus élevée avec
respectivement : 145+0.023 ; 91.5+ 0,2 ; 55+ 0,2 mg d'équivalents d'acide
gallique/g d'extrait végétal. L'extrait acétate d’éthyle et I'extrait chloroformique ont
donnés les valeurs respective de : 72.9+0.01 ; 67+0.04 ; 43,9 + 0,01 et 64,34 £
0,02 ; 45+0.04 ; 40,34 £ 0,0201 mg de GAE / g extrait. Alors que l'extrait aqueux
possede la plus faible quantité avec les valeurs respectives suivantes : 22+0.04 ;
15.74£0.2 ; 15.7£0.025mg de GAE / g d'extrait. La teneur en polyphénols totaux
était inférieure a 4 fois dans I'extrait aqueux par rapport aux autres extraits
(Tableau 3.6).

Par contre I'extrait au méthanol de graines de Zizyphus lotus de la région de
Tamanrasset a révéler une teneur importante en polyphénol totaux avec une

valeur de 58+0.2 mg EAG/g que celle observée a Médéa.

Ces résultats expriment ainsi la bonne capacité des solvants notamment le

méthanol a extraire les composés phénoliques.

Les composés phénoliques ont suscité l'intérét des chercheurs car ils
présentent des activités antioxydantes, et peuvent protéger le corps humain
contre les radicaux libres, et ont un certain réle dans la prévention de certaines
maladies, y compris le cancer, les maladies cardiovasculaires et des troubles
neurodégénératifs [250]. Pour utiliser ces sources significatives d'antioxydants
naturels, une caractérisation plus poussée de la composition phénolique est
€galement nécessaire [251]. Pour cela, nous avons réalisé par la suite une
analyse plus approfondie de l'extrait ayant les plus fortes concentrations en

polyphénols totaux et en flavonoides (I’extrait méthanolique).



3.3.2. Détermination de la teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides est réalisé par la méthode de trichlorure

d’aluminium (AICI3) et I'étalon était la Rutine, en adaptant la méme procédure

utilisée pour I'établissement de la courbe d’étalonnage (figure 3.2), en remplacant

la Rutine par des dilutions des extraits jusqu'a une concentration appropriée.

Absorbance a 430nm
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Concentration de Quercetine(mg/I)

Figure 3.2. Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme d'équivalent de la

Rutine par 1 gramme de I'extrait (mg EQ / g de I'extrait). Les résultats obtenus

sont présentés dans le tableau précedent (Tableau 3.6).

Il est bien connu que les flavonoides montrent une activité antioxydante, de

méme que leurs effets sur la nutrition et la santé humaine sont considérables. Les

mécanismes d'action des flavonoides sont déterminés par processus de balayage
ou de chélation [252].

Les résultats indiquent que les extraits de méthanol, d’acétate d’éthyle de

feuilles de Zizyphus lotus d’El Oued, Tamanrasset et Médéa possédent une
grande quantité de flavonoides avec 46.02+0.01; 37.7+0.03 et 34.7+0.03/g



d'extrait respectivement, comparativement a [l'acétate d’éthyle et [I'extrait
chloroformique qui sont présentés moindre quantité avec 33+0,01; 24.3+0.02;
24.09+0.02 et 28.5+0.04 ; 18+0.6 ; 17.02+0mg de QE/g d'extrait végétal pour
Médéa, El oued et Tamanrasset respectivement. Cependant l'extrait aqueux
présente des quantités de 16.32+0.4 ; 12.37+£0.22 et 7+0.37mg de QE/g d'extrait

végétal pour El oued ; Tamanrasset et Médéa, respectivement.

Par contre celle de graines n'est que de 28.2+0.02 mg EQ/g d’extrait ;
27.65+0.1mgEQ /g d’extrait ; 24.3+0.02mgER/d’extrait pour I'extrait MeOH d’ El
Oued, Tamanrasset et Médéa respectivement.

Ces résultats different considérablement de ceux obtenus auparavant sur

I’extrait MeOH de feuilles de cette espéce.

3.3.3. Détermination des tanins catéchigues

Le dosage des tanins est réalisé selon la méthode spectrophotométrie de
vanilline et I'étalon était la catéchine. La teneur des tanins est exprimée en
milligramme d'équivalent de la catéchine par 1miligramme d’extrait (mg EC/mg de

I'extrait).

Les taux des tanins de I'extrait aqueux de Z.lotus L. sont obtenus a partir de la
courbe d’étalonnage figure 3.3, en remplagant la catéchine par des dilutions des
extraits jusqu'a une concentration appropriée. Les résultats obtenus sont

présentés dans le tableau 3.6.

La teneur en tanins est plus marqué dans les graines de I'extrait aqueux de
Zizyphus lotus L. avec une valeur de 3.234+0.04mg EC /g. Les feuilles
enregistrant une valeur de 3.005+0.02 mg EC/g d’extrait.

Ces résultats montrent, I'extrait aqueux a donné la teneur la plus élevé de
3.234+0.04 ; 1.653+0.03 ; 1.840+0.01 ; 3.005+0.02 ; 2.672+0.02 1.523+0.2 mg EC
par g d’extrait en tanins condensés. Nos résultats concordent bien avec ceux
trouvés par de nombreux chercheurs [243]. En effet ces chercheurs ont trouvé
que l'eau enregistre les teneurs les plus élevées en tanins condensés, tandis que
le méthanol extrait faiblement les tanins quel que soit le mode d’extraction, mais le

probléme est que I'eau a hautes températures, extraient aussi des substances



indésirables comme les protéines, les lipides et les colorants non phénoliques qui
causent des interférences lors de dosage des tanins. Aussi, les teneurs en tanins
condensés peuvent étre variables en raison de plusieurs facteurs tels que : la
sensibilité des tanins a des plusieurs voie de dégradation (I'oxydation, la
lumiéere...), le stade de maturité, les conditions culturales, climatiques,
pédologiques ou le stress de prédation [253]. Des études récentes ont montrés

I’effet vasoconstricteur des tanins.

On peut alors conclure que I'extraction des tanins condensés dépend de leur

nature chimique, du solvant utilisé et des conditions opératoires.
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Figure 3.3. Courbe d’étalonnage pour le dosage des tanins condensés

3.3.4. Détermination des saponines

La hauteur de la mousse obtenue est supérieure a 1 cm dans I'ensemble des
tubes contenant le décocté aqueux des feuilles de Z. lotus L.de Médéa, EI Oued
et Tamanrasset, signifiant ainsi que l'indice de mousse est supérieur a 100.
Concernant le décocté aqueux des graines, des trois régions, une mousse de 1
cm a était observée dans I'un des tubes avec un indice de mousse de 80. Selon
Dohou, N et al [254], présence des saponines dans une plante n’est confirmée

gu’avec un indice supérieur a 100



3.4. Chromatographie liguide a haute performance :

L’étude qualitative des composés phénolique de Z.lotus L. de Tamanrasset, El
Oued et Médéa par HPLC a permis une bonne séparation des substances
phénoliques (ou autre) et une identification précise de ces biomolécules.

Les extraits organiques des différentes parties de la plante étudiés ainsi que les
témoins ont été analysés par HPLC dans les mémes conditions expérimentales.
Les acides phénoliques et les flavonoides ont été identifiés par comparaison de

leurs temps de rétention avec celui des témoins.

3.4.1. Identification des acides phénoligues et les flavonoides :

L’analyse des extraits méthanolique de Z.lotus L. de différents parties de la
plante étudiée par HPLC a différente longueurs d’'onde en mode gradient d’élution

a permis de déceler et identifier les acides phénoliques ainsi que les flavonoides.

Les chromatogrammes obtenus montrent la présence de nombreux pics dans
chaque extrait brut analysé (fig3.4, fig3.5, fig3.6, fig3.7, fig3.8, fig3.9). La
comparaison des temps de rétention enregistrés dans les chromatogrammes des
extraits organiques des graines et des feuilles de Z.lotus L. de nos trois régions
d’étude avec ceux des standards injectés en méme temps et dans les méme

conditions, a permis d’identifier les composés suivants (Tableau. 3.7 et 3.8).
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Figure 3.4: Chromatogramme obtenu a 280nm d’EMeOH des feuilles de
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Figure 3.5: Chromatogramme obtenu a 280nm d‘EMeOH des feuilles de
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Figure 3.6: Chromatogramme obtenu a 280nm d‘EMeOH des feuilles de
Zizyphus lotus L. de Médea

Tableau 3.7:1 dentification des principaux composés phénoliques de I'extrait
méthanolique de feuille de Zizyphus lotus L. par HPLC.

Temps Pourcentage %
Pics Nom du composant de Tamanra El Médéa
Rétention sset Oued
(min)
1 | Acide ascorbique 3,427 4.1 0 5.4
2 | Acide gallique 7.98 2,2 0,9 1,7
3 | Résorcinol 10,937 4,1 2,1 0
4 | Acide 2,5 hydrox benzoique 16,537 1.2 1,0 2,7
5 | Acide catéchétique 17,5 1.9 1,2 2,1
6 | Acide isovanilique 20,9 4.7 1,3 4,1
7 | Acide ferulique 26,9 3,2 1,7 4,6
8 | Acide3hydroxy-4-metoxy- 27,3 4,7 15 18,9
cinnamique
9 | Indol-3 carboxylique (99%) 28,7 2.3 3.7 27.4
10 | Berbérine 29,3 10,7 10 0
11 | Rutine 30,5 2.3 20,3 0,2
12 | Robinine 31,1 8.1 10,5 4.8
13 | Acide p.amnisique 32,5 2,1 0 0,1
14 | Myricetine 34,9 5 3.6 0
15 | Acide trans cinnamique 35 4,7 / /
16 | Acidetrans2,4 37,2 3.8 3,4 0
dimetoxycinnamique
17 | Quercetine 38,7 5.3 3.6 3.3
18 | Kaempferol 44,037 1.8 2.5 2.2




Nous notons la présence de sept acide phénoliques et leur dérivés (acide 3-
hydroxy-4-methoxy-cinnamique, acide trans 2,4 dimetoxy- cinnamique, acide
gallique, acide ferulique, Indol-3 carboxylique (99%), Acide 2,5 hydrox benzoique,
acide isovanilique), quatre flavonols (Rutine, Robinine, Quercetine, Kaempferol),
un flavan-3ols (catéchine), et un alcaloide (Berbérine) au niveau des échantillons

foliaires.
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Figure 3.7 : Chromatogramme obtenu a 280 et 254 nm d’EMeOH des graines de
Zizyphus lotus L. de Tamanrasset
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Figure 3.8 : Chromatogramme obtenu a 280nm d‘EMeOH des graines de
Zizyphus lotus L. d’El Oued.
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Figure 3.9 : Chromatogramme obtenu a 280 et 254 nm d’EMeOH des graines

de Zizyphus lotus L. de Médea

Quant a la graine, quatre acide phénolique et dérivés (acide ascorbique, acide

gallique, acide 3 hydroxy-4-metoxy-cinnamique, Indol-3 carboxylique (99%), deux

flavonols (Robinine, Kaempferol), deux flavan-3ols (Apegenine, Catéchine) et un

alcaloide (Berbérine) sont identifiés dans ces extraits méthanolique de Zizyphus

lotus L. de Tamanrasset, El Oued et Médéa.



Tableau3.8: ldentification des principaux composés phénoliques de I'extrait

méthanolique des graines de Zizyphus.lotus L. par HPLC.

_ Temps de Pourcentage %
Pics Composés Rétention | Tamanrasset | ElOued | Médéa
(min)
1 Acide ascorbique 3,427 2.9 4,6 25.7
2 Acide gallique 6,3 0,1 1,7 8,1
3 Résorcinol 10 0 0 2,9
4 Acide2,5 hydroxy benzoique 16,54 0 0 0
5 Acide catéchétique 17,5 0,5 1,2 0
6 Acide isovanilique 20,9 0 0 1,3
7 Catéchine 21,9 0,9 1,8 0,8
8 Acide syringique 22,7 0,7 0,6 0
9 Acide trans cinnamique 25,4 0 0 1,8
10 | Acide ferulique 26,7 0,4 4,2 0
11 | Acide3hydroxy-4-metoxy- 27,3 2,3 4,2 1
cinnamique
12 | Indol-3 carboxylique (99%) 28,4 4 4.4 7,8
13 | Berbérine 29,9 0,7 1,6 0,4
14 | Rutine 30,3 0,9 3,4 0
15 | Robinine 31,1 3,3 2,6 1,3
16 | Euleropenine 32,6 0,8 13 0
17 | Myricetine 34,1 1 0 0
18 | Apenin 35,2 2,1 0 0
19 | Quercetine 36,8 0 1,9 0,8
20 | Acidetran2,4dihydroxycinnamique 37,9 1.3 0 0
21 | Apegenin 42,8 2,3 0,8 0,7
22 | Kaempferol 57,5 10,2 3,9 3,4
23 | Kaempferol-3-O-rutinoside 60 10,4 25,9 0

D’aprés les résultats obtenus, la partie foliaire de Zizyphus lotus L. des trois
régions étudiés, présente une dominance de six acides phénoliques et dérivés de
'acide hydroxy cinnamique (Ce—C3) et deux dérivés seulement de ['acide
benzoique (Cs—Ci1). De plus, en comparant nos résultats obtenus avec ceux
d’autres études, nous constatant que notre étude confirme la présence de I'acide
cinnamique et ses dérivés, dans l'extrait méthanolique de la partie aérienne de

Zizyphus lotus L.

Le nombre de composés détectés et identifiés difféere d’'une région a une autre
et d’'un organe a un autre, nous remarquons que la feuille est I'organe le plus

riche, en composés phénoliques car elle est le site principal, de synthése de ses



composés ; ou nous avons identifié les acides phénoliques et aglycones
flavonoides.

En outre, dix-huit nouveaux métabolites sont mis en évidence pour la premiére
fois dans les feuilles de Zizyphus lotus L. a llanane (région de Tamanrasset). Ces
métabolites appartiennent a différentes classes de composés phénoliques. Nous
avons réveélé des acides phénoliques et des dérivés de type phynélpropanoides

dont le squelette est en Ce- C3; des dérivés de I'acide hydrox cinnamique en

Cs —C1 des flavonoides représentés par cing flavonols, un flavan-3 ols et un
alcaloide. L’acide trans cinnamique présent dans tous les échantillons analysés,

est le précurseur de synthese de la plupart des autres substances phénoliques.

Concernant les aglycones flavonoiques, on note leur présence chez les deux
organes aeériens ; nous avons identifié six flavonols : (quercetine, kaempferol,
myricetine, rutine, robinine, catéchine), trois flavones (apegenine, apenin et

euleropenine) dans la feuille et la graine de Tamanrasset, et un alcaloide.

3.4.2. Voies de biosynthéses possibles des composés identifiés par HPLC :.

Les résultats obtenus par HPLC montrent que la plante de Zizyphus lotus L. de
Tamanrasset est qualitativement riche en composés phénoliques a savoir les :
aglycones flavonoiques (quercetine, kaempferol, robinine, rutine, catechine),
phynelpropanoides (acide trans cinnamique,acide3 hydroxy-4-metoxy-cinnamique,
Indol-3 carboxylique(99%), acide-p.amnisique, acide trans 2,4 dimetoxy
cinnamique, acide ferulique), derivés d’acide benzoique (acide 2,5 hydrox
benzoique, résorcinol, acide isovanilique) , deux flavones (apeginine apenin), de

méme nous avons identifié un alcaloide la berbérine de la méme région.

Les teneurs en rutine trouvées dans les feuilles de Z. lotus L. de la région de
Tamanrasset et Médéa, restent relativement faibles par rapport a celles trouvées
dans la région d’El Oued 20,7%. D’autres composés phénoliques majoritaires
comme I'Indol-3 carboxylique (99%), Acide 3 hydroxy-4-metoxy cinnamique ont
été isolés a partir de I'extrait des feuilles de Z. lotus L. de Médéa avec un

pourcentage de 27,4% et 18,9% respectivement.



D'autre part, le chromatogramme Figure.3.4 ; 3.5 a montré que les feuilles de
Z. lotus L. de I'écotype de Tamanrasset et d’El oued étaient essentiellement riches
en berbérine a des taux respectif de 10,5% ; 10% et la robinine a des taux
respectif de 10,5% et 8,1%.

Zadernowski R et al [255] pensent que ces différences qualitatives peuvent
étre soit d'origine externe (géographique et environnementale, condition
expérimentale) soit d’origine interne (degré de maturité et différence d’origine

génétique).

Les résultats obtenus montrent que Z. lotus L. est riche en composés
phénoliques, essentiellement la rutine, Kaempferol-3-O-rutinoside localisée dans
les feuilles, ce qui peut accorder a la plante un role thérapeutique et médicinal
important [72].

L’extrait méthanolique des feuilles, graines de Z. lotus L. d’El Oued s’est révélé
tres riche en saponines. De plus on note la présence abondante de flavonoides.
Ces derniers sont la rutine (quercétine-3-O-B-rutinoside), Robinine, Berberine,
Kaempferol-3-O-rutinoside un des produits majoritaires de cet extrait, et plusieurs

flavonoides minoritaires ayant le kaempférol comme I'aglycone.

Le profil HPLC de Médéa Figure 3.6 ; 3.9 montre également cing nouveaux
composants majoritaires, dont I'acide ascorbique, l'acide gallique et trois
composés phénoliques majoritaires. Ces derniers sont I'indole3-carboxylic 99% et

I’Acide 3 hydroxy-4-metoxy-cinnamique, Acide ferrulique.

Les taux des deux régions Tamanrasset, EI Oued sont similaires, les
composants majoritaires, la berbérine, la robinine et le kaempferol-3-O-rutinoside
avec respectivement : 10,7%, 8,1% et 10,9%, accompagnés des composés
phénoliques, ces derniers sont I'indole 3-carboxylic un des produits majoritaire

avec un pourcentage de 28,7%.

Plusieurs flavonoides minoritaires contenant le myricetine, quercetine, sont
observés sur le profil a 280 et 250nm. Les flavonoides sont connus pour étre des

agents antioxydants, inhibiteurs d’enzymes, protecteurs vasculaire et hépatique.



Les dérivés de l'acide benzoique comme I'acide vanillique et les dérivés de
'acide cinnamique comme acide p-anisique, féruligue ont une bonne activité

antioxydante [256].

Le resvératrol est un bon antioxydant contre I'oxydation des LDLs [257]. Les
flavonoides (quercetine, myricetine,...etc.), sont des pigments naturels qui

donnent leurs couleurs aux plantes.

Des études chez I'nomme ont permis de montrer que les flavonoides,
permettent de réduire le taux de cholestérol (LDL) [126]. L’analyse qualitatives

ou/et l'identification des composés phénoliques de la partie aérienne, de

Zizyphus lotus L. des écotypes de Tamanrasset, El Oued et Médéa (Algérie) sont

étudier pour la premiere fois.

3.5. Etude de |’ activité Antioxydante

La capacité antioxydante des extraits de plante est largement dépendante de la
composition de ces extraits ainsi que les conditions de manipulation des tests in
vitro. L’évaluation de l'activité est donc nécessairement réalisée par au moins

deux méthodes différentes [247].

3.5.1. Piégeage du radical libre DPPH

2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre organique stable avec une
bande d'absorption de 517 nm. Il perd cette absorption lorsqu'il accepte un
électron ou une espéce de radicaux libres, ce qui entraine une décoloration

visuellement perceptible du violet au jaune (figure 3.9).

Les résultats de l'activité antioxydante des différents extraits aqueux et
organiques de Z. lotus L. étudiée par le test de DPPH sont exprimés par le
pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH par les extraits et sont représentés
graphiquement (I % en fonction de la concentration) et portés par rapport a ceux

obtenus pour le BHT, I'acide ascorbique est pris comme antioxydants deréférence.



0 .

Diphenylpicrylhydrazyl+ Antioxydant-OH =3 Diphenylpicrylhydrazine+ Antioxydant-O

(Couleur violet) (Couleur jaune)

Figure 3.11. Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH

Pour I'’évaluation de cette activité, on a préparé une gamme de dilutions allant
de 0,312 a 1 mg/ml pour l'acide ascorbique, BHT et les différents extraits

organiques et aqueux, de la partie aérienne de Z. lotus L.

Les difféerentes densités optiques ont permis de tracer pour chaque extrait, une
courbe d’allure exponentielle, ce qui signifie I'existence d'une relation
proportionnelle entre le pourcentage de réduction du radical libre et la

concentration de I'extrait dans le milieu réactionnel.

» Pourcentage d’inhibition :

Les profils d’activités anti-radicalaires des différents extraits (aqueux,
méthanolique, acétate d’éthyle et chloroformique) de différentes parties de la
plante des 3 régions sont représentés dans les figures 3.12, 3.13, 3.14, 3.18, 3.19,
3.20.

Les figures présentés ci-apres montrent les profils correspondant a la variation
du pourcentage d’inhibition (P1%) en fonction des concentrations des différents
extraits (agueux, organiques) obtenus. A partir de ces profils, on détermine les
valeurs d’'une concentration inhibitrice (antioxydant) nécessaire pour diminuer de

50% le taux des radicaux libres [258].
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Figure 3.12 .Pourcentages de réduction
du radical Libre DPPH des extraits de
feuilles de Tamanrasset

Figure 3.13. Pourcentages de
réduction du radical Libre DPPH des
extraits de feuilles d’El Oued.

% Activité anti radicalaire

0 500
Concentration (pg/ml)

Activité anti radicalaire

—4—BHT
=—EFMMeOH
EFMEtOAC
= EFMCHCI3
st EFMAQ
1500

Figure 3.14. Pourcentages de réduction du radical Libre
DPPH des extraits de feuilles de Médéa

L’extrait (MeOH, EtAcOH, CHCIs) de feuilles et de graines des trois régions

(Tamanrasset, El Oued et Médéa) ont montré des pouvoirs de piégeage du radical

DPPH presque similaires, tandis que I'extrait aqueux de la partie aérienne de

Médéa, El Oued et Tamanrasset a une activité moindre. De facon générale, tous

les extraits organiques de feuilles de Z. lotus L. des différentes régions ont atteint

50% d’activité, sauf I'extrait aqueux.

La figure si dessus, montre que les différents extraits organiques de feuilles ont

tous des activités similaires, et atteignent 50% d’activité a des concentrations

inférieures a 1mg/ml.




> Calcul des CI50 :

La capacité antioxydante de nos différents extraits (aqueux, organiques) a été
déterminée a partir des Clso. C’est la concentration en extrait nécessaire pour
réduire 50% du radical DPPH. Clso et I'activité antioxydante de I'extrait testé sont

inversement proportionnels [215].

E

=

M~

-

n .

- ——VitC

3

£ ~@—EFOMeOH
1]

= —#4—EFOAC

m

]

5 —<=EFOCHCI3
£

< —=EFOAq

0 100 200 300 400
Concentration pg/ml

Figure 3.15. Fouvoir reducteur des extraits des feuilles de
Zlotus L. d'El Oued.
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Figure 3.17. Pouvaoir reducteur des extraits de feuilles de 2 iofus L.
de Meédea.

Nous avons calculé les CI50 pour chaque extrait a partir de I'équation
logarithmique de la courbe tracée, les valeurs sont représentées dans le
tableau 3.9.



Tableau 3.9: Valeurs des CI50 et CE50 exprimés (mg/ml) de différents extraits
(aqueux, organiques) de feuilles et graines de Zizyphus lotus L..

régions Extraits ClsopppH CEsorrapr
EFMeOH 0.084 0.10
EFAcCOH 0.095 0.150
EFCHCI3 0.165 0.175
EFAq 0 0
Tamanrasset EGMeOH 0.105 0.100
EGACOH 0.220 0.190
EGCHCI3 0.425 0.250
EGAq 0 0
EFMeOH 0.087 0.110
EFACOH 0.135 0.150
EFCHCI3 0.352 0.200
EFAq 0 0
El oued EGMeOH 0.089 0.095
EGACOH 0.185 0.185
EGCHCI3 0.260 0.220
EGAq 0 0
EFMeOH 0.105 0.12
EFACOH 0.220 0.190
EFCHCI3 0.425 0.195
Médéa EFAqQ 0 0
EGMeOH 0.150 0.120
EGAcCOH 0.390 0.190
EGCHCI3 0.450 0.250
EGAq 0 0
BHT 0.075
AA 0.095
BHT : hydroxytoluénebutylé AA : acide ascorbique

CI50 : concentration inhibitrice nécessaire pour diminuer
50% de taux de radicaux libres.

CES50 : concentration effective a laquelle I'absorbance égale a 0.50

EFMeOH : Extrait feuille méthanolique EFaq : Extrait feuille aqueux
EFCHCI3 : Extrait feuille chloroformique EFAcExtrait feuille acétate d’éthyle
EGMeOH : Extrait graine méthanolique EGagq : Extrait graine aqueux

EGCHCI3 : Extrait graine chloroformique EFAc: Extrait graine acétate d’éthyle
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5.2. Pouvoir réducteur des ions ferrigues (FRAP) :

L’évaluation de I'activité antioxydante par réduction de fer est une méthode
facile et reproductible, pour cela elle est tres utilisée pour distinguer les extraits les
plus actifs [259].

Pour tous les extraits, des dilutions en cascade allants de 1 a 0.0312 mg/ml,
sont préparées, le pouvoir réducteur est mesurés a 700 nm [260].

D’aprés nos résultats, pour tous les extraits testés une augmentation de la

réduction du fer est proportionnelle aux concentrations utilisées.

Les différents extraits organiques (méthanolique, acétate d'éthyle et
chloroformiques) de feuilles et graines de Z. lotus L. des trois régions présentent
des activités antioxydantes nettement inférieures que celle de la référence (acide

ascorbique), pour ce dernier la réduction est presque totale a partir

d’'une concentration de 0.6 mg.
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Figure 3.21. Pouvoir réducteur des ions Figure 3.21. Pouvoir réducteur des
Ferriques d’extraits bruts de graines de ions Ferriques d’extraits bruts de

7 lotus L. de Tamanrasset. graines de Z/otus L. de Médéa
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Figure 3.23. Pouvoir réducteur des ions ferriques d’extraits
bruts de graines de Zizyphus lotus L. d’El Oued

L’extraits méthanolique est généralement le plus actifs, suivi par I'extraits

apolaire (acétate d’éthyle, chloroforme,) de Z. lotus des trois régions.

L’extrait de feuilles est les plus actifs comparativement aux extraits de graines

de chaque région.

D’aprés I'histogramme, nous remarquons en premier lieu que tous nos extraits
ont des activités moins importantes que la substance de référence (BHT, l'acide
ascorbique), les extraits méthanoliques de feuilles sont généralement les plus

actifs par rapport aux autres extraits de feuilles et graines.

Nos extraits bruts peuvent classer selon l'ordre décroissant d’activité
antioxydante : BHT> EFMeT> EFOMe> EFMMe>EFTAc > EFOAc >
EFMAC>EFTCI> EFOCI> EFMCI . Les extraits de graines peuvent étre classés
par ordre décroissant du pouvoir anti-radicalaire, comme suit : BHT>
EGOMe>EGTMe > EGMMe >EGTAc EGMACc>EGOCI> EGTCI> EGMCI. D’aprés
les résultats, le classement des extraits selon la méthode du piégeage du radical

DPPH est confirmé par le classement obtenu par la méthode de réduction du fer.
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Figure 3.24. Les IC50 des différents extraits de Zizyphus lotus L. et de I'acide

ascorbique.

Les extraits méthanoliques sont plus actifs que les extraits agueux et apolaires.
Les composé phénoliques et flavonoides, sont des meilleurs donneurs d’électron
ou d’hydrogene [261]. chélateurs des ions métalliques [262 et 263]. Plusieurs
études ont montré que les groupements hydroxyles dans les composés
phénoliques et flavonoides sont responsables de leurs pouvoirs antioxydants [264,
265], [et aussi les sites d’hydroxylation des différents noyaux affectent la
potentialité antioxydante [266]. Pour les flavonoides, les formes aglycones sont

plus actives que les formes glycosylées [261].

Les activités d’extraits acétate d’éthyle sont généralement proches de celles

d’extraits méthanoliques.

Le test « de piégeage du radical libre » de I'extrait méthanolique de feuilles de
Zizyphus lotus L. a été évalué a 90%, suivi de 'extrait obtenu a 'acétate d’éthyle
(70%). Cette valeur est proche de l'activité de l'antioxydant synthétique BHT
(94,0%) a la méme concentration (Figure 3.24). L’IC50 (concentration qui donne
50% d’inhibition d’activité antiradicalaire) la plus faible a été obtenue pour les



extraits meéthanoliques de Tamanrasset, El Oued et Meédéa avec un
(IC50=0,084mg/ml ; IC50= 0,087mg/ml ; IC50=0,105mg/ml) respectivement.

L’effet antioxydant pour I'extrait méthanolique est non négligeable puisque
'IC50 obtenu pour la molécule de référence (BHT: 0,075 mg/ml ; Acide
ascorbique : 0,095 mg/ml). Nous pouvons dire que I'extrait méthanolique de Z.
lotus L. présente le meilleur effet antioxydant, suivi par I'extrait acétate d’éthyle,
puis celui obtenu avec l'acide chloroformique. L’extrait aqueux possede |'effet

antioxydant le plus faible.

Le pouvoir réducteur des différents extraits aqueux, MeOH, EtOAc et CHCI3
de Z. lotus L. est reporté sur les figure 3.21 ; 3.22 ; 3.23. Les résultats de la
réduction des ions Fe3+ a Fe2+ ont montré une valeur de I'absorbance des
extraits MeOH, EtOAc, CHCI3 et aqueux pour une concentration de 1mg/ml qui
est de 0.9, 0.83, 0.63 et 0.57 respectivement. Les absorbances enregistrées pour
les deux extraits méthanolique et acétate d’éthyle sont les plus élevées et sont
proches de celles de I'antioxydant de référence (I'acide ascorbique= 0.095) a la
méme concentration (1mg/ml) (Figure 3.24). Le pouvoir réducteur des différents
extraits de la plante est dépendant de la dose. A la concentration de 250ug/ml
(<1000ug/ml), le pouvoir réducteur de I'extrait méthanolique de Z. lotus L .est
largement supérieur a I'extrait aqueux, mais nettement inférieur a celui de I'acide
ascorbique (Figure 3.24). On ne peut donc obtenir un effet similaire a la molécule
de référence qu’a partir de 1000ug/ml. |l faut signaler que tous nos résultats sont
en parfaite corrélation ; I'extrait le plus antioxydant, est le plus riche en polyphénoal,
en flavonoides et en tanin. L’analyse de ce dernier par (HPLC) montre bien la
présence de molécules connues pour leurs effets antioxydants. Nos résultats sont
en conformité avec la bibliographie. En effet, Dans de nombreux articles, il a été
expliqgué que la capacité antioxydante peut étre influencée par les polyphénols
totaux et en anthocyanes, [267] aussi l‘activité anti-oxydante d'un large éventail
d'extraits de plantes est attribuée a la présence de flavonoides [107]. La capacité
d'inhibition de la peroxydation lipidique des extraits étaient bien corrélés a leur
teneur totale en polyphénols et en vitamines C [250]. Nos résultats sont similaires
a ceux rapportés par[140], qui ont évalué l'activité anti radicalaire vis-a-vis du
radical DPPH des extraits méthanoliques de cing variétés de Zizyphus jujuba, ou

I'effet anti radicalaire obtenu est entre 17,8 a 69,1% pour une concentration de 0,5



bY

mg/ml. La valeur dEC50 de la vitamine C est similaire a celle rapportée
auparavant (EC50=0,07ug/pg DPPH) selon [268].

5.3. Coefficient entre la teneur en composés phénoliques et I'activité antioxydante

des différents extraits bruts

Dans cette étude, la corrélation entre les contenus en composés phénolique des
différents extraits aqueux et organiques et leurs activités antioxydantes est
étudiée. Les coefficients de corrélations linéaires entre les composés phénoliques
(phénolique totaux, flavonoides et les tanins condensés) et les activités
antioxydantes par la méthode DPPH, FRAP sont représentés dans le tableau ci-

apres.

Tableau 3.10: Coefficient de corrélation linéaire entre les teneurs en composés

phénoliques et I'activité antioxydante des différents extraits bruts.

TPT TFT TTC Clso ECso

TPT 1 0,19 0,94 0,65 0,81

TFT 1 0,5 0,87 0,42

TTC 1 0,87 0,57

ClsopppH 1 0,09
ECso 1

TPT : Teneur en polyphénols totaux TTC: Teneur en tanins condensés

TFT : Teneur en flavonoides totaux
CI50 : Concentration d’extrait nécessaire pour réduire 50% de taux de radicaux libre.
EC50 : Concentration effective a laquelle 'absorbance est égale a 50%.

Le coefficient de corrélation obtenu entre les phénoliques totaux et les teneurs
en tanins et en flavonoides varient entre 0,19 et 0,94. Une bonne corrélation est
obtenue entre les composés phénoliques totaux et les tanins totaux (r= 0,94), la
corrélation est tres faible entre les polyphénols totaux et les flavonoides avec (r=
0,19)

La teneur en polyphénols totaux, contribue a I'activité antioxydante des extraits.
Ces antioxydants montrent des coefficients élevés par rapport aux autres
composeés et la valeur de r se situe entre 0,65 et 0,81 respectivement pour le test

DPPH et le test FRAP. Cependant une corrélation négative est obtenue entre le



pouvoir antioxydant (test FRAP) et la composition en flavonoides totaux des
différents extraits bruts. Par contre une forte corrélation est obtenue entre le
pouvoir antioxydant et la composition en flavonoides totaux et en tanins avec (r
=0,87 et 0,57) respectivement. Ceci s’explique par la présence des molécules
antioxydantes actives qui appartiennent aux polyphénols totaux. [269, 270 et 271]
montrent que l'activité anti radicalaire des extraits de plantes est influencée par la

teneur en composés phénoliques totaux.

3.6. Activité antimicrobienne des différents extraits aqueux et organigues :

3. 6.1. Méthode de diffusion sur I'agar (aromatogramme)

L’activité antibactérienne et antifongique des différents extraits (aqueux et
organiques) obtenue a partir de feuilles et de graines de Zizyphus lotus L. était
evaluée par la méthode de diffusion sur agar (méthode des disques) vis-a-vis de
onze souches microbiennes. Ce pouvoir est estimé en termes de diametre de la
zone d’inhibition autour du disque contenant les différents extraits a tester. Les
résultats obtenus sont rapportés dans les tableaux 3.9 et 3.10. Ces résultats
présentent les zones d’inhibition en tenant compte du diameétre du disque (6mm).
Les résultats obtenus ont montré que le pouvoir antimicrobien dépend de la nature
de I'extrait agueux ou organique, I'organe végétal : feuille ou graine et la souche
testée. Dans I’ensemble, toute les souches sont sensibles vis a vis des différents

extraits (aqueux et organiques) utilisés, a I'exception d’Aspergillus niger .



Figure3.25. Effet antibactérien de Figure3.26. Effet antibactérien de

L’extrait méthanolique de feuilles L’extrait méthanolique de feuilles
de Z.lotus L.de Médéa sur E.coli de Z.lotus L.de Médéa sur
S.aureus.

Figure 3.27. Effet antibactérien de I'extrait
méthanolique de feuilles de Z. lotus L. de
Tamanrasset sur B.subtilus

Ces résultats montrent que le pouvoir antimicrobien dépend de la nature du
produit (huile végétale ou extrait), de la nature des solvants utilisés pour
’extraction (aqueux ou organique, polaire ou apolaire), 'organe végétal (feuille,

graine) et la souche testée.



Figure 328 Effet antifongique de
I'extrait methanoliqgue de feuilles de 7.
lotus L. de Tamanrasset sur Candida
albicans



Tableau 3.11: Résultats de [l'activité antimicrobienne des différents extraits

(aqueux et organiques) de feuilles de Zizyphus. lotus L.

Extraits _ _ Zones inhibition (mm)
Img/ BacteriesGram'+ Bacteries Gram O Levures _
disque | S.a B.s E.coli K.p P.a C.alb C.krusei | DMSO
H 20+0,2 | 14+0,1 | 12+0,1 | 15%#0,2 | 10%0,1 14+0,02 | 12+0,2
EAQ 10+0,1 | 12+0,0 |12+0,1 | 12+0,1 | 90,2 22+0,01 | 20%0,1 -
= EM 22+0,1 | 17+0,0 | 12+0,2 | 15+0,1 | 12+0,2 24+0,04 | 24+0,04 :
[}
g EAC 15+0,1 | 16+0 13+0,1 | 14+0,2 | 100,21 20+0,05 | 18%0,01 -
®©
lf_EfS ECI 10+£0,2 | 90,1 10+0,1 | 11+0,1 | 940,02 12+0,02 nd -
H 15+0,1 | 14+0,2 | 18+0,1 | 16+0,1 | 14+0,02 | 12+0,02 | 12+0,3 -
Eaq 12+0,2 | 9+0,2 15+0,2 | 14+0,2 | 10+0,01 | 25+0,01 | 20+0,02 -
% EM 14+0,1 | 14+0,1 | 20+0,1 | 18+0,3 | 16%0,2 24+0,01 | 30%0,1 -
: EAC 12+0,2 | 12+0,2 |17+0,1 | 14+0,1 | 13+0,23 | 18+0,04 | 17+0,02
ECI 10+£0,1 | 9+0,1 11+0,2 | 10+0,1 | 10+0,12 | 940,02 <10+0,2 :
H nd nd nd nd nd nd nd -
Eaq 12+0,1 | 9+0,02 |10+0,1 | 12+0,3 | 10+0,07 | 20+0,03 | 20+0,04 -
EMe 25+0,1 | 14+0,1 | 22+0,1 | 30%0,2 | 18+0,1 24+0,01 | 17+0,01 -
EAC 22+0,1 | 13+#0,2 | 12+0,3 | 14+0,2 | 10,50 150,01 | 16%0,2 -
§ ECI 28+0,2 | 16+0,2 |18+0,1 |17,3 12+0,02 | 28+0,01 | 18+0,1 —
15ug/-gic;que 17 / 15,2 / 16,8 / / /

Le diametre du papier filtre utilisé est de 6mm ;
nd : Non déterminé
Eaq : Extrait aqueux.

EAc Extrait acétate d’éthyle.
TC : Tétracycline.

H : 'huile végétale.
EMe : Extrait méthanolique.

ECI : Extrait chloroformique




L’activité antibactérienne de l'extrait aqueux et organiques de feuilles et de

graines de Z. lotus L. a été évaluée précédemment (tableau 3.11 ; 3.12).

Les résultats obtenus montrent que les différents extraits (aqueux,
méthanolique, acétate d’éthyle et chloroformique) de feuilles de Tamanrasset, El
Oued et Médéa ont une activité d’inhibition significative contre la croissance
bactérienne avec un degré différent, lié au contenu d’extrait, ce qui confirme le
spectre large de I'activité antimicrobienne de ces feuilles. L'extraits méthanolique
de la région de Médéa (Sidi Naédmane) a donnés des zones d’inhibition plus
grandes contre Kleibsiella pneumonia, S.aureus ; E. Coli ; P.aerugenosa, avec
des taux d’inhibition respectifs de 30+0,2 ; 25+0,1 ; 22+0,1 ; 18+0,1.

Les deux levures Candida albicans et Candida krusei ont été révélées
sensible visa- vis lTEMeOH avec des valeurs respective de 240,01 ; 30+0,1.
Cette derniére est due a la différence de la structure de la paroi fongique. Selon le
type de micro-organisme, les composés appropriés présentent des activités
biologiques variées. Cette variation d’efficacité est observée méme entre les
composés appartenant a la méme classe de métabolites secondaires
(polyphénols, alcaloides, triterpenes,...etc), ce qui permet de développer une

approche appelée Relation Structure-Activité (RSA).

Néanmoins, certains chercheurs ont signalé que Iefficacité optimale d’un
extrait peut ne pas étre due a la composition chimique en élément le plus
abondant, mais plutét a I'effet combinée (synergie) de different composés. [229 et
121] ont rapporté que les différentes classes de polyphénols principalement, les
tanins et les flavonoides peuvent accroitre la toxicité des extraits envers les
microorganismes. Cette toxicité est fonction de la position et du nombre de

groupements hydroxylés présents sur le composé phénolique [272].

D’aprés Heinrich, M et Dohou, N [273,254], 'augmentation de I'hydroxylation
conduit a une augmentation de la toxicité, car ces groupes peuvent interagir avec
la membrane cellulaire bactérienne ou avec les enzymes et les effecteurs, ce qui

entraine une inhibition de la croissance bactérienne.



Tableau 3.12 : Activité antimicrobienne des différents extraits (aqueux, organique)

de graines de Z. lotus L. obtenue par la méthode de diffusions sur un milieu solide.

Extraits Zones inhibition (mm)
3{23{1 . |BacteriesGram® _Bacteries Gram Levures
S.a B.s E.coli K.p P.a C.alb C.krusei | DMO

= H 14+0,2 | 12+0,3 | 11+0,2 | 12+0,2 | 11+0,1 12+0,02 | 11+0,04 -
% EAQ 80,3 9+0,2 12+0,1 | 12+0,1 | 10%0,2 20+0,01 | 17+0,01 -
g EM 16+0,2 | 12+0,2 | 12+0,2 | 14+0,1 | 12+0,2 180,04 | 22%0,2 -
" EAC 13+0,3 | 1140, 10+0,4 | 13+0,2 | 120,21 17+0,05 | 15%0,02 -

ECI 9+0,4 90,1 10+0,1 | 90,1 100,02 | 11+0,02 nd -

H 12+0,1 | 12+0,2 | 16+0,2 | 13+0,1 | 13+0,01 | 14%0,1 11+0,4 -
= Eaq 90,1 9+0,2 12+0,1 | 12+0,2 | 940,04 18+0,02 | 17%0,03 -
% EM 12+0,2 |11+0,1 | 18+0,3 | 15+0,3 | 14+0,02 | 200,03 | 17%0,2 -
. EAC 10+£0,3 | 10+0,2 | 14+0,2 | 12+0,1 |12+0,04 | 16+0,01 | 14+0,04

ECI 940,2 9+0,1 10£0,1 | 9+0,1 910,24 840,025 | <10+0,1 _—

H nd nd nd nd nd nd nd -
B Eaq 8+0,1 8+0,02 | 9+0,1 9+0,2 810,02 13+0,03 | 14+0,03 -
:é EMe 12+0,1 | 12+0,1 |13+0,1 | 14+0,4 |12+0,12 | 15+0,02 | 14+0,02 -

EAc 11+0,1 | 10+0,2 |11+0,3 | 12+0,1 |9,5+0,4 13+0,04 | 13+0,14 -

ECI 12+0,2 | 12+0,2 | 10+0,1 | 12,3 100,03 | 16+0,02 | 14+0,13 -

TC 17 / 15,2 / 16,8 / / /
15ug/disq
ue

Le diametre du papier filtre utilisé est de 6mm.

nd : Non déterminé.
Eaq : Extrait aqueux.
EAc : Extrait acétate d’éthyle.

H : I'huile végétale.

EMe : Extrait méthanolique.

ECI : Extrait chloroformique.




6.2. Méthode de microdilution en milieu liquide

Cette méthode a pour objectif de déterminer les valeurs des parameétres
antimicrobiens de la concentration Inhibitrice (CMI) et la Concentration Minimale
Bactéricide (CMB), selon la méthode décrite par [274].

Dans ce travail, les valeurs de CMI (la concentration inhibitrice minimale) ont
été calculées (tableau 3.10 ; 3.11). L'EMeOH par exemple agit sur les germes a
une concentration de 62,5-125 ug/ml correspondant a une dilution de 1/4. L’action
de 'EMeOH sur les bactéries a Gram positif et a Gram négatif peut étre due aux
flavonoides qui sont de bons inhibiteurs des sortases (enzymes trouvée dans la
membrane cytoplasmique des bactéries a Gram positif, qui catalysent 'ensemble

des protéines de surface, par exemple adhésines et internalines) [257].

D’autre part, la capacité de S. aureus de provoquer une maladie est largement
attribuable a sa capacité a sécréter des enzymes et des toxines. Des études
récentes ont montré que les flavonoides inhibent la libération de facteurs de
virulence de cette bactérie. [151] constatent que I'épigallocatéchine empéche la

sécrétion de la coagulase et a-toxine.

Certains auteurs ont décrit le mode d'action d'extraits de plantes en modifiant la
morphologie du champignon testé [159], ont expliqué I'effet inhibiteur des huiles
essentielles sur la croissance myceélienne de Candida albicans, par des

observations au microscope électronique a balayage et a transmission.

Les résultats ont montré une augmentation de la perméabilité suivie d'une
rupture du plasma membranaire entrainant une fuite de contenu cytoplasmique et

donc la mort de la levure [275].



Tableau 3.13:Valeurs des concentrations minimales

inhibitrices (CMI) et

concentrations minimales bactéricides(CMB) des différents extraits aqueux et

organiques de feuilles de Zizyphus lotus L.

Souche | Extraits Tamanrasset El Oued Médéa
CMI CMB | CMB/CMI | CMI CMB | CMB/ | CMI CMB | CMB/
(ng/ml) CMI CMI
" Eaq 1000 | 22 2 00 1 2 500 1 2
o EMe 62,5 125 |2 125 0,5 4 62,5 125 2
3 EAc 500 1 2 500 1 2 62,5 | 125 2
n ECI 1000 | 22 2 1000 >2 2 62,5 1,25 2
0 Eaq 125 0,5 2 1000 2 2 500 1 2
= EMe 62,5 1,25 |2 125 0,5 4 62,5 1,25 2
3 EAc 62,5 1,25 |2 500 1 2 125 0,5 2
@ ECI 1000 | 22 - 1000 22 - 62,5 1,25 2
Eaq 500 1 2 500 1 2 1 2 2
— EMe 125 0,5 4 125 0,5 4 62,5 1,25 2
3 EAc 125 0,5 4 500 1 2 500 1 2
w ECI 1000 | 22 - 1000 22 - 125 0,5 4
Eaq 500 1 2 500 1 2 500 1 2
EMe 125 0,5 2 62,5 1,25 |2 125 0,5 4
a EAc 500 1 2 500 1 2 500 1 2
X ECI 1000 | 22 - 1000 2 2 1 2 2
Eaq 1000 | 22 2 1000 22 2 1 2 2
EMe 500 1 2 125 0,5 4 125 0,5 4
© EAc 1000 | 22 2 500 1 2 1 2 2
o ECI 1000 |2 2 1000 2 2 500 1 2
2 Eaq 62,5 1,25 |2 62,5 1,25 |2 62,5 1,25 2
g EMe 62,5 1,25 |2 62,5 1,25 |2 62,5 1,25 2
3 EAc 125 0,5 4 125 0,5 4 125 0,5 4
o ECI 1000 |2 2 1000 2 2 62,5 1,25 2
_ Eaq 125 0,5 4 125 0,5 4 62,5 1,25 2
& EMe 62,5 1,25 |2 62,5 1,25 |2 125 0,5 4
_'Ef EAc 125 0,5 4 125 0,5 4 125 0,5 4
© ECI - - - 1000 2 2 125 0,5 4

nd : Non déterminé ; H : I'huile végétale ;

méthanolique ;

:Staphylococcus aureus ; B. subtilus : Bacillus subtilus ;
K.p : Klebseilla pneumonia ;

Eaq : Extrait aqueux ; EMe : Extrait

EAc: Extrait acétate d’éthyle ; ECI: Extrait chloroformique ; S.a
E.coli : Escherichia coli ;
C.albicans :

Candida albicans ;

P.a : Pseudomonas aerugenosa ;
C.krusei : Candida krusei.




Tableau 3.14 : Valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et
concentrations minimales bactéricides (CMB) des différents extraits bruts (aqueux
et organiques) de graines de Zizyphus lotus L.

Tamanrasset El Oued Médéa
Extraits
0
% cMI CMB | CMBICMI | oy CMB | CMBICMI | o CMB | CMB/C
3 (ug/mi) MI
0
H nd nd nd nd nd nd nd nd nd
» | Eag 1000 | =2 2 1000 |2 2 1 2 2
o | Eve 125 250 2 250 0,5 2 250 0,5 2
3 | Eac 250 0,5 2 500 1 2 500 1 2
N | Eg 1000 | =2 2 1000 | =2 2 250 0,5 2
H nd nd nd nd nd nd nd nd nd
» | Eag 1 2 2 1000 |2 2 1 2 2
2 [Ewe [500 |1 2 [500 [1 2 [250 [05 2
3 | Eac 500 1 2 500 1 2 500 1 2
Q| Eg 1000 | =2 — 1000 |=2 — 250 0,5 2
H nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Eaq 250 0,5 2 250 0,5 2 1 2 2
| Eme 250 0,5 2 62,5 |1,25 2 125 250 2
?,_ Eac 500 0,5 1 125 250 2 500 1 2
Wi Eq 500 1 2 1000 | =2 — | 500 1 2
o | H nd nd nd nd nd nd nd nd nd
S | Eag 250 0,5 2 250 0,5 2 1 2 2
% Ewme 125 250 2 125 250 2 125 250 2
§ | Eac 250 0,5 2 250 0,5 2 250 0,5 2
< | Ec 1000 | =2 2 1000 |2 2 250 0,5 2
H nd nd nd nd nd nd nd nd nd
@ | Eaq 62,5 |1,25 2 62,5 |1,25 2 250 0,5 2
S | Eme 62,5 |1,25 2 62,5 |1,25 2 125 250 2
% Eac 125 0,5 4 125 0,5 4 250 0,5 2
O | Eg 500 1 2 1000 |2 2 62,5 |1,25 2
HE nd nd nd nd nd nd nd nd nd
_ | Eag 62,5 |1,25 2 125 250 2 125 250 2
§ Ewme 62,5 |1,25 2 125 250 2 125 250 2
< | Eac 125 250 2 250 0,5 2 250 0,5 2
O | Eg - - - 1000 2 2 125 250 4
nd : Non déterminé ; H : 'huile végétale ; Eaq : Extrait aqueux
EMe : Extrait méthanolique ; EAc: Extrait acétate d’éthyle ; ECI: Extrait
chloroformique ; S.a : Staphylococcus aureus ; B. subtilus : Bacillus subtilus ;

E.coli : Escherichia coli ; K.p : Klebseilla pneumonia ; P.a :Pseudomonas
aerugenosa ; C.alb : Candida albicans ; C. kruse : Candida krusei.




6.3. Evaluation de I'activité antifongique :

Les différents extraits organique et aqueux préparés a partir de feuilles de Z.
lotus L. ont montré une activité antifongique contre les différents isolats fongiques
testés (tableau 3.13). Les taux d'inhibition de la croissance mycélienne ont montré
un effet significatif, selon la nature des extraits testés, leurs concentrations et les
especes fongiques étudiées (voir Annexe).

Cependant, la plus grande inhibition de la croissance fongique a été mise en
évidence par I'extrait d'acétate d'éthyle (45-96%) suivi de I'extrait de chloroforme
(28—85%). (tableau 3.13).

Selon le test de Tukey, F. aveaceanum a été fortement inhibé par le méthanol
(97 £ 0,1%) et par les extraits d'acétate d'ethyle (96,3% + 0,24), aqueux (92,9% +
0,1) et de chloroforme (85,9% * 0,05). De méme, les extraits aqueux et
chloroformique ont montré une réduction de 90% de la croissance d’Alternaria sp,
Tandis que les extraits d'acétate d'éthyle et de méthanol ont présenté une

inhibition de 86 a 87% respectivement.

Dans le cas de F. culmorum, I’extrait méthanolique a donné un taux d’inhibition
de 85 + 1,33% suivi de l'acétate d'éthyle (77,5 + 0,3%), du chloroforme (76 +
0,6%) et de I'extrait aqueux (62,5 + 1%). Tandis que pour A.niger, les résultats
sont respectivement acétate d'éthyle (45,6 £ 0,2%) suivi de I'extrait de chloroforme
(28,8 £ 0,2%) et de méthanol (6,42 + 0,3%) Z.lotus L. a présenté une activité
antifongique marquée (tableau 3.13). L'inhibition de la croissance a semblé
modérée pour tous les isolats fongiques a la CMI de 0,625 mg ml-1, sauf pour A.
niger. L'extrait d'acétate d'éthyle était le plus efficace contre tous les isolats testés
(tableau 3.13). En se référant au taux d'inhibition enregistré par des extraits de Z.
lotus, plusieurs études corroborent les résultats actuels [276] ont trouvé une
inhibition de 48% de la croissance mycélienne d'Alternaria alternatae par un extrait

chloroformique de Lantana camara.

Ces résultats coincident avec ceux révélés par l'extrait d'acétate d'éthyle de

notre plante mais semblaient plus intéressants que ceux présentés par les autres



extraits. Les différences de résultats de bio-efficacité peuvent étre dues a la

guantité et a la qualité des métabolites bioactifs contenus dans l'extrait.

De nombreux travaux de recherche ont rapporté I'effet conservateur des
produits agricoles par les plantes comme Hyptis suaveolens (L.) Poit., H. spicigera
Lam., Anarcadium occidentale L., Azadiractha indica A. Juss. et, Ocimum
americanum L. [277]. A faible dose, ces plantes ne présenteraient pas de toxicité
pour I'homme, puisqu'elles sont pour la plupart utilisées en médecine
traditionnelle. Ce fait pourrait justifier 'engouement actuel des recherches sur les
propriétés pesticides des extraits de plantes dans la protection des cultures et des
denrées alimentaires [278].



Tableau 3.15: Activité antifongique des différents extraits de feuilles de Z. lotus L.

Extraits | Concentration Pourcentage d’inhibition
(mg/mb) F.avenaceum | F.culmorum Alt sp Asp.niger
5 92.9+0.1® [62.5+0,1@ 90.3+0.1@ |0
Aq 2,5 70+ 0.23@ 50+0,13® 86.5+0.6® |0
1,25 51+ 0.08® 37.420.3¢ 77.5+0.39 |0
0,625 47+0.1® 30+0.39 40+0.339 |0
5 97+ 0.1® 85+0.33@ 860.1® 6.42+0.2®
| MeOH |25 76+ 0.6® 70+0.03® 77.50 5.9+0.27®
3 1,25 72.2£0.2® [ 51+0.06 710 0
<5 0,625 61.1+ 0.269 | 45+0.39 60+0.3© 0
= 5 96.3+0.24® | 77.5+0.03@ 87.5£0.3@ | 45.620.2®@
EtAc 2,5 88.7£0.15® | 67.6® 85.6+0.2® | 43.5+0.3®
1,25 70.3+0.1© 56+0.3@ 74.5+0.3© | 42+0.04©
0,625 58.5+0.3@ 42.5+0.3@ 58.6+0.2¢@ | 39+0.06
5 85.9+0.05@ | 76+0.6® 90.3+0.1@ | 28.8+0.2@
CHCl; |25 85.1£0.06® | 71.2®) 77.520.3®) | 23.47®
1,25 74.09+0.07© | 64+0.01© 67.7+0.5© | 18+0.03©
0,625 66.4+0.26 ®® | 62.5© 60+0.2 12+0.29
5 90.8 +0.4® | 60.5+0,2® 90+0.01® |0
Aq 2,5 69,3+ 0.2® 49+0,34®) 87.5+0.01® | 0
1,25 50+ 0.01® 38+0.01© 75+0.03¢9 |0
0,625 46,2+ 0.08® | 32+0.05@ 44+0.01¢9 |0
5 95+ 0.07® 83+0.16@ 85+0.01®@ | 4.46+0.01@
MeOH |25 74+ 0.8 74+0.02® 75.520,01® | 5.3+0.15@
°© 1,25 65.1+ 0.1© | 50+0.06 70® 0
g 0,625 58.5+ 0.25@ | 42+0.01@ 61+0.01© |0
o 5 96.310.24® | 77.540.03® 87.520.3® | 45.6+0.2@
W| EtAc 2,5 88.7+0.15® | 67.6® 85.620.2®) | 43.5+0.3®
1,25 70.320.1© 56+0.3¢ 74.520.39 | 42+0.04©
0,625 58.5+0.39 42.5+0.39 58.620.2@ | 39+0.06@
5 85.9+0.05® | 76+0.6@ 90.320.1® | 28.8+0.2@
CHCIs |25 85.1+0.06® | 71.2® 77.520.3® | 23.47®
1,25 74.09+0.079 | 64+0.01© 67.720.5© | 18+0.03©
0,625 66.420.26 ®9 | 62.5© 60+0.2¢9 12+0.29
5 93+0.01® | 60+0,02@ 91+0.01®@ |0
Aq 2,5 89+ 0.02® 45+0,1® 88+0.1® 0
1,25 60+ 0.01® 30.8+0.01© 75+0.02¢ |0
0,625 45+ 0.01® 25+0.02 28+0.049 |0
5 96,4+ 0.01®@ | 89+0.01@ 85+0.1@ 15+0.02®
%/ MeOH |25 88+ 0.02® 78+0.01® 72+0.02 ® | 8+0.01®
2 1,25 77.120.01© | 65+0.02¢ 61+0.03® |0
g 0,625 66+ 0.029 54+0.3%9 54+0.01© |0
G| EtAc 5 89+0.02@ 80.5+0.7® 54.8+0.02® | 89+0.02@
= 2,5 72+ 0,020 78.520.02%) 47+0.01® | 72+ 0,02®
= 1,25 60+0.06© 68+0.04© 40+0.01© | 60+0.06©
0,625 50.540.01@ | 52.2+0.029 35+0.04¢9 | 50.5+0.01@
CHCI; |5 86.9+0.02® | 77+0.01® 89.420.01® | 27.9+0.01@
2,5 82.1+0.1® 72+0.02Y 72.240.02®) | 20.5+0.02 ®
1,25 71.0940.04© | 60+0.1© 65.320.01© | 15+0.04©
0,625 64+0.02®9 | 52.7+0.020 56% 10+0.01@




3.7. Potentiel insecticide de différents extraits bruts de Zizyphus lotus L.

3.7.1. Essai de Toxicité par contact de la poudre et des extraits bruts de feuilles et

des graines de Z. lotus L. vis a vis de Tribulium castaneum

Nous avons constatés, une trés forte mortalité contre l'insecte Tribulium
castaneum avec la poudre et les extraits aqueux des feuilles de Zizyphus lotus L.
des trois régions étudier. Par contre aucune mortalité n’est observé chez le T.
castaneum avec les extraits aqueux des graines de Z.lotus L. de Médéa et
Tamanrasset. Une faible mortalité est observée avec I'extrait aqueux des graines
d’El Oued. Ceci peut étre expliqué par la présence de certaines molécules telles
gue les saponines et les alcaloides, dans les feuilles de Z.lotus L. des trois
régions étudiées. A travers cette étude, on note que les extraits des feuilles de
Z.lotus des trois régions présentent une forte teneur en alcaloides et en
saponines. Certaines substances chimiques contenues dans les feuilles
présentent des effets insecticides intéressants [279]. Parmi ces produits, les
alcaloides, les saponines, les terpenes, les stéroides et les quinones sont
reconnue efficaces [279 et 198]. Les études de [280], [68], montrent que les

saponines sont des hétérosides d’origine végétale.
3.8. In vivo

3.8.1. Toxicité aiqué

Aucun signe de toxicité aigué ou de mortalité a la dose de 200 mg / kg p.c,
aprés 15 jours d'observation n’a été observé. Les animaux traités n'ont montré
aucun changement dans leur comportement. Ainsi, aucun changement

pathologique indésirable n'a été enregistré.



3.8.2. Activité anti-inflammatoire

Le test anti-inflammatoire a été mené in vivo sur 'cedéme de la patte
postérieure gauche de souris induit par la carragénine. Les résultats obtenus ont
été comparés a ceux de Diclofénal et a ceux du témoin. L’cedéme est évalué en
fonction du volume de la patte de souris tout au long de I'expérience. La différence
d’augmentation du volume de la patte dans le temps entre les groupes traités et le
groupe témoin est toujours statistiguement trés significative, selon le test ANOVA,
avec p < 0,001. Ainsi I'extrait méthanolique de Zizyphus lotus L. est capable de
ralentir I'évolution de I'cedéme. Les résultats sont présentés dans les tableaux
3.14 ; 3.15.

3.8.2.1. CEdéme induit par la carragénine

L’injection de carragénine au niveau de la PPG de souris, ayant regu
uniquement de I'’eau physiologique, entraine un cedéme juste aprés cette injection.
Le volume de la patte de souris est de 0,365 + 0,03 ; de 0,40 + 0,029 et de 0,44 +
0,04 ; 0.53+0.05 mm respectivement a une, deux , trois et quatre heures (Tableau
3.16).

Ces valeurs correspondent a des augmentations respectives de 33,33 £ 0,25 ;
de 45 + 1.35 et de 63,63 + 0,03 % (tableau 3.15). En présence de Diclofenac et de
extrait méthanolique de Zizyphus lotus L., on enregistre des augmentations
moins importantes du volume de la patte dont le maximum est mesuré apres
quatre heures (tableau 3.15). L’administration de Diclofénal, par voie orale, a la
dose de 50 mg/kg réduit 'edéme a la carragénine de 43,71% aprés l'injection de
'agent inflammatoire. L’inhibition maximale est obtenue a partir de 3 heures, avec
'extrait de feuilles de Médéa (EMeOHF/M) et I'extrait des graines d’El Oued
(EMeOHG/O), pour lesquels le pourcentage d’inhibition est de 92,4 % 0,6;
90,5+0.023 % respectivement (Figure 3.29).

Le prétraitement des souris par 'lEFMeOH/M a considérablement réduit
'cedéme a la carragénine de fagon hautement significative (p < 0,001) aprées
Iinjection de I'agent inflammatoire, de fagon dose-dépendante. A la dose de

200mg/kg, I'extrait de feuilles de Zizyphus lotus de Médéa a inhibé la formation



de 'cedéme de 72,5 £ 0,72 % apres 2 heure, avec une réduction du volume de
'cedéme de 0,29 + 0,005 ml (p < 0,001) (tableau 3.14). Bien que l'inhibition

maximale soit obtenue a partir de 4 heure. Cette derniére a un pourcentage

d’inhibition de 92,4 + 0,6 avec une réduction du volume de 0,49+0,04 ml.

D’autre part, le prétraitement des souris a 'TEMeOHG/O a la dose de 200
mg/kg montre un pourcentage d’inhibition de 81,81 £ 1,90 % aprés 3heure, et
'cedeme est considérablement réduit a 0,08 + 0,003 (p < 0,001) (Figures 3,29).
Ces résultats sont comparés avec le témoin et le Diclofénal.

Tableau 3.16 : Evolution du changement de I'épaisseur des pattes des souris

traitéees par les extraits de feuilles et des graines de Zizyphus lotus L.

Lots Changement de I'épaisseur des pattes des souris (mm)
Oh 1h 2h 3h 4h(%d'inhibition)
Témoin 0,34+0,04 | 0,36+0,03 | 0,4+0,03 0,44+0,04 | 0,53 £0,05
Diclofenac | 0,31+0,04 | 0,27+0,02 | 0,22+0,03 | 0,16+0,03 | 0,11+0,03
(50mg/qg) (79,25)
EMeOHF/O | 0.28+0.006 | 0.24+0.006 | 0.14+0.06 | 0.11+0.06 | 0.07+0.01
(86.8)
EMeOHF/T | 0.29+0.02 | 0.3+0.03 0.15+0.03 | 0.14+0.03 | 0.07+0.01
(86.8)
EMeOHF/M | 0.28+0.01 | 0.23+0.01 | 0.11+0.03 | 0.07+0.02 | 0.04+0.02
(92.4)
EMeOHG/O | 0.27+0,04 | 0.26+0,02 | 0.16+0,2 0.08+0,01 | 0.05+0,03
(90.5)
EMeOHG/T | 0.30+0,03 | 0.28+0,4 0.20+0,1 0.16+0,02 | 0.09+0,02
(83)
EMeOHG/M | 0.28+0,01 | 0.25%0,2 0.22+0,02 | 0.18+0,03 | 0.14+0,01
(73.5)

Les valeurs sont exprimées en Moyenne = SEM; n=5/ groupe; signifient a *p < 0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 en comparaison avec le groupe témoin en utilisant le test ANOVA
EMeOH/O : Extrait méthanolique d’El Oued

EMeOH/T : Extrait méthanoligue de Tamanrasset
EMeOH/M : Extrait méthanolique de Médéa



L’inflammation aigué est un processus réactionnel défensif du systeme
immunitaire de l'organisme afin de le protéger contre une agression d’origine

biologique, physique ou chimique, qui n’aboutit pas d’emblée a une mort cellulaire.

Elle est caractérisée par des signes, dont les plus importants sont les suivants
: la rougeur et la chaleur qui sont dues a I'augmentation de la circulation sanguine
et a la dilatation capillaire ; le gonflement est causé par une accumulation de
liquide ; la douleur est due a la libération de substances chimiques qui stimulent

les terminaisons nerveuses.

L'inflammation est subdivisée en trois phases : la phase initiale observée
autour de la premiére heure fait intervenir la libération de l'histamine, de la
sérotonine et de la bradykinine qui favorisent la vasodilatation, la transsudation
plasmatique et 'cedéme [281]. La deuxiéme phase qui fait appel aux kinines
comme meédiateurs qui augmentent la permeéabilité vasculaire et la troisieme
phase dont le médiateur est supposé étre la prostaglandine [88]. Cette derniere
phase est sensible aux agents anti-inflammatoires stéroidiens et non
stéroidiens[282 et 283].

Dans nos tests, Diclofénal (Dérivés d’acide acétique) anti-inflammatoire non
stéroidien est utilisée comme substance de référence. Elle est rapidement et
complétement absorbée aprés I'administration orale [284]. Un effet peut étre
obtenu apres une a deux heures de la prise du médicament. Le Diclofénal exerce
un effet anti-inflammatoire essentiellement par I'inhibition de I'activité enzymatique
[285]. Ainsi, elle permet de diminuer la production de médiateurs pro-
inflammatoires tels que : histamine, sérotonine, kinine et prostaglandine, produits
lors de ce processus immunitaire et, par conséquent, constitue une stratégie

thérapeutique intéressante pour le traitement de I'inflammation [286].

Dans la présente étude, le potentiel anti-inflammatoire de I'extrait de feuille et
de graines de Zizyphus lotus de Médéa, El Oued et Tamanrasset a été évalué in
vivo sur la patte de souris en créant un cedéme par la carragénine. C’est un
modéle expérimental approprié pour évaluer I'effet anti-cedémateux des produits
naturels [287].



Chez les animaux témoins, l'injection sous-plantaire de carragénine produit un
cedéme local qui augmente progressivement aprés [linjection de [|'agent
physiologique. Le volume de la patte de souris a été mesuré a zéro, une, deux,

trois et quatre heures apres injection de la carragénine.

Diclofenac on a dose de 50 mg/kg, réduit le volume de I'cedéme de la patte de
facon modéré de 45 + 0,68 ; 63,63 £ 1,08 et 79,25 + 1,23 % respectivement a
deux , trois et quatre heures. A la dose de 200 mg/kg, 'EMeOHF/M et EMeOHG/O
de Zizyphus lotus L. a inhibé de facon hautement significative le développement
de I'cedéme de la patte postérieure gauche de souris induit par la carragénine dés
la deuxiéme heure de I'expérimentation, avec une réduction maximale de 92,4 +
0,72 % a 4 heures pour 'EMeOHF/M et de 90,51£0,03%pour EMeOHG/O

respectivement.

Cependant, l'effet anti-inflammatoire du Diclofénac (50 mg/kg par v.0.) reste
plus faible que celui de 'TEMeOHF/M et TEMeOHG/O de Zizyphus lotus L. pendant
I’expérimentation qui dure quatre heures. L'EMeOHF/M et EMeOHG/O a montré
une forte activité anti-inflammatoire. Ces effets sont plus importants que ceux

obtenus avec le Diclofénac (50 mg/kg par v.0.).

Les résultats obtenus a lissue de tests anti-inflammatoires montrent que
extrait méthanolique de Zizyphus lotus a un effet sur les trois phases de
linflammation et réduit de fagon significative 'cedéme induit par la carragénine,
avec une bonne relation de synergie entre les composés chimique de la plante
dans la mesure ou une meilleure inhibition est obtenue avec I'extrait de feuilles de
Médéa et de graines d’El Oued. Le profil HPLC de ces extraits a montrer que les
feuilles et les graines de Z lotus L. de Médéa et d’El oued contient plusieurs
composants bioactifs en faible pourcentage, cela nous permis d’affirmé que ces

COMpOSES agissent en synergie .

Les effets de I'extrait méthanolique de Zizyphus lotus se manifestent avec le
méme mécanisme anti-inflammatoire di a Diclofénal, dés la deuxiéme heure de

I'expérimentation.



On en conclut que l'extrait des feuilles et des graines de Zizyphus lotus
contiendrait des composés antisérotoniques et antihistaminiques, et également
des inhibiteurs des prostaglandines, comme Diclofénal utilisée comme substance
de référence dans nos tests. Aussi, I'efficacité importante de I'extrait de Zizyphus
lotus pourrait étre liée au profil chimique de ces extraits, car ils sont riches en
molécules biologiquement actives telles que les polyphénols, les flavonoides, la
rutine, et l'acide trans cinnamique [288] I'acide oléique qui est un acide gras
mono-insaturé essentiel pour I'alimentation humaine[73]. Ces molécules peuvent

jouer un réle déterminant pour cette activité biologique.

Tableau 3.17: Evaluation de I'effet anti-inflammatoire des extraits de Zizyphus lotus L.

Pattes Poids moyen

Les lots (n=5 | postérieures m + o (g) %AUG % RED

souris/lot) des souris
PPD 0,140 £ 0,002 19,6

Témoin PPG 0,168 % 0,004 43 /
PPD 0,137 £ 0,002 11,0

Référence PPG 0,152 + 0,002 57 43,71

EMeOHF/O PPD 0.143+0.0013 9.3 52.65
PPG 0.163+0.001

EMeOHF/T PPD 0.148+0.002 18 8.36
PPG 0.17540.002

EMeOHF/M PPD 0.137+0.001 7.3 62.8
PPG 0.147+0.004

EMeOHG/O PPD 0.152+0.002 7.29 63.34
PPG 0.172+0.004

EMeOHG/T PPD 0.139+0.003 9.35 52.4
PPG 0.152+0.004

EMeOHG/M PPD 0.13740.002 7.04 64
PPG 0.14740.002

EMeOH/M : Extrait méthanolique de Médéa
EMeOH/O Extrait méthanolique d’El Oued
EMeOH/T : Extrait méthanolique de Tamanrasset
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Figure3.29.Pourcentage d’inhibition de I'cedéme induit par la carragénine au niveau de la
patte de souris prétraité par I'extrait de Zizyphus lotus L.
(200mg/kg parv.o.).

3.8.3. Activité antidiabétique

3.8.3.1. Test sur la glycémie de base :

Dans les tableaux suivants sont reportés les résultats du test de la réduction de la

glycémie. voir tableau 3.18, 3.19.



Tableau 3.18: Réduction de la glycémie par les extraits aqueux des feuilles de

Zizyphus lotus L.

Glycémie mmol/l
Lots N=13 Tao Too T120 T1s0
Témoin 2 7,00 8,4 8,56 6,4
Metformine | 22,1mg/kg 6,1 7,02 6,5 4,3
%Reduction 2 16,39 16,43 24,65 32,81
EFM 8mg/kg 5,8 7,4 5,3 5,2
%Reduction 3 17,14 11,9 38,08 19
EFO 8mg/kg 4 3,85 4,36 2,9
%Reduction 3 42,85 54,6 49,41 | 54,68
EFT 8mg/kg 4,7 7.1 6,15 4,5
%Reduction 3 32,85 15,47 28,15 | 29,68

EFT : Extrait aqueux de feuilles de Tamanrasset
EFO Extrait aqueux de feuilles d’El oued
EFM : Extrait aqueux de feuilles de Médéa

D’aprés nos résultats ; nous constatons que a la dose de 8mg/kg de I'extrait
aqueux de Zizyphus lotus , d’El Oued, a montré une diminution de la glycémie
de 42,85% a T30 et qui passe a 54,6% a T90. Cette diminution atteint 54,68% a
T180 apres une diminution de 49,41% a T120.

L’extrait aqueux des feuilles de Zizyphus lotus L. de Tamanrasset ala méme
dose (8mg/kg) n'a provoqué qu’une baisse de la glycémie avec 32,85% a T30.
Cet extrait a réduit la glycémie de 15,47%, 28,15% et 29,68% respectivement a
T90,aT120eta T180

Par contre I'extrait aqueux des feuilles de Médéa a donné une réduction de
38,08% apres deux heures. Le produit de référence Metformine a montrer une

réduction de glycémie chez les lapins de 32,81% au temps T180 (figure 3.30).



D’une fagon générale nous pouvons dire que nos différents extraits ont réduit la
glycémie des lapins avec une plus grande activité pour I'extrait aqueux des

feuilles de Zizyphus lotus d’El Oued.
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Figure 3.30. Activité antihyperglycémiante des extraits aqueux

des feuilles de Zizyphus lotus L.

8.3.2. Effet anti-hyperglycémiant

Les effets de I'extrait aqueux et de la metformine utilisé comme témoin positif,
sur la glycémie chez les lapins diabétiques sont présentés dans le tableau 3.18.
Aprés une semaine, aucune différence statistique n’a été observée entre les
concentrations de glucose sanguin des lapins diabétiques témoins et diabétiques
traités avec l'extrait étudié ou avec la metformine (P> 0,05). Apres deux semaines
de traitement par I'extrait aqueux de Zizyphus lotus L., une diminution significative
de la glycémie a été observée (P <0,05). La valeur de la glycémie exposée était
similaire a celle montrée par les lapins traitées a la metformine, mais toujours plus

élevée que celle des animaux normaux. Aprées 30 jours, la glycémie des animaux



traités avec l'extrait testé a diminué pour atteindre celle des animaux normaux et
des lapins traitées a la metformine. Ainsi, I'extrait aqueux de Zizyphus lotus L. a
exercé une activité anti-hyperglycémique notable similaire a celle de la

metformine.

Tableau 3.19 : Effet de I'extrait de feuilles de Zizyphus lotus L. sur la glycémie a

jeun chez les lapins rendues diabétiques par la STZ

Groupes Glycémie en mg/dl
To T1 T2
Normaux non Traités 99.8 £1.472
97.83+4.402 101.67+5.432
Diabétiques non
Traités 250.33+11.71° 135.00+13.64° 104.83 +5.042
Diabétiques Traités
par EFO (4mg/kg) 237.00+39.91° 143.83+20.27° 102.18 +5.042
Diabétiques Traités
par EFT (4mg/kg) 240.00+11.91° 144.00+12.01° 104.24 +3.91°
Diabétiques Traités
par EFM (4mg/kg) 255.00+23.71° 142.00+39.91° 104.87 +4.092
Diabétiques Traités
par la metformine 253.17+29.47° 143.83+20.27° 104.67+4.08%
(300mg/kg)

Une méme lettre est affectée aux valeurs de la méme ligne qui ne présente pas une
différence significative (P > 0,05).
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Figure 3.31. Effet de I'extrait de feuiles de Zizyphus ofus
L surla glycemie ajeun chez les lapins rendues
diab&tigues par la 5TZ.

3.8.3.3. Effet sur le poids corporel

Le poids corporel de tous les groupes d'animaux aux 7eme ,14eme et 30eme
jours du traitement est présenté dans le tableaul.19. Au cours de la premiére et
deuxieme semaine, aucun changement n'a été observé parmi les groupes (P>
0,05). Au 30eme jour, une diminution significative du poids corporel des animaux
diabétiques non traités (de 3,272 + 1,67 kg du jour 7 a 2,357 £ 0,6 kg au jour 30) a
été observée par rapport aux animaux normaux (P <0,05). En d'autres termes, les
lapins témoins diabétiques ont subis une perte de poids significative (29,14%)
pendant toute la période expérimentale par rapport a leur poids initial, alors que
les lapins normaux prenaient du poids (9,96 %) et les lapins traités ont maintenu
un poids stable par rapport a leur poids initial. Les groupes d'animaux diabétiques
traités avec l'extrait aqueux (I'EAQ) et ceux traités avec la metformine ont eu un

changement de poids corporel comparable pendant la période expérimentale. En



effet, du 7éme au 30eme jour ,les deux groupes d'animaux traités ont un poids
corporel relativement constant. De plus, comme le montre le tableau 1.19, une
comparaison du poids corporel de tous les groupes au 30éme jour montre une
différence significative entre les animaux diabétiques non traités et les groupes

traités avec I'extrait étudié et la metformine (P <0,05).

Tableau 3.20: Effet de I'extrait aqueux de Zizyphus lotus L. sur le poids corporel

des lapins rendus diabétiques par la STZ.

Groupes Poids corporel (kg)
Normaux non Traités 3,237 £ 1.35 3,33+ 0.60 3,560 + 0.60
Diabétiques non Traités 3,272 £ 1.67 3,19+ 0.20 2,35+ 0.60
Diabétiques Traités par 3,280 + 1.44 3,233+1.22 3,25+ 0.40
EFO (4mg/kg)
Diabétiques Traités par 2,460 +1.35 2,412+0,56 2,454+0,38
EFT (4mg/kg)
Diabétiques Traités par 2,510+ 1.23 2,487+1,23 2,500+0,45
EFM (4mg/kg)
Diabétiques Traités par 3,243+1.34 3,170+ 0.30 3,20+ 0.20
la metformine
(300mg/kg)

Une méme lettre est affectée aux valeurs de la méme ligne qui ne présente pas une
différence  significative (P > 0,05).

EFM : Extrait aqueux de feuilles de Médéa.
EFO : Extrait aqueux de feuilles d’El Oued.
EFT : Extrait aqueux de feuilles de Tamanrasset

8.3.4. Effet sur les parameétres biochimiques

Les agents thérapeutiques utilisés dans l'induction et le traitement des maladies
diabétiques devraient également influencer I'ASAT, I'ALAT, le cholestérol total, les
triglycérides et I'acide urique [129]. Les effets de I'extrait aqueux de Z. lotus L. sur
ces parameétres biochimiques ont été étudiés et les résultats sont présentés dans
le tableau 3.20.

D’aprés les résultats obtenus, nous n’avons noté aucune différence statistique

entre tous les groupes (P> 0,05) au niveau de taux des protéines totales, l'urée, le



cholestérol total et I'acide urique. Contrairement aux animaux témoins diabétiques,
qui présentent les taux de créatinine les plus élevés (3,83 mg/l), les animaux
traités avec l'extrait étudié et avec la metformine présentent des concentrations
plus faibles (3,66 mg/l) statistiquement semblables aux taux de créatinine chez les

animaux normaux.

Concernant les triglycérides, les lapins diabétiques non traitées présentent le
taux le plus élevé (1,299 /l). De plus, le taux de triglycérides chez les animaux
traités avec l'extrait aqueux de Z. lotus L. était de 0,70g /I, statistiguement similaire
a celui du contréle normal a 0,60g / | (P> 0,05). En comparaison, le niveau
présenté par les animaux traités a la metformine a été supérieur a celui des

témoins normaux (P <0,05).

Concernant le taux d'ASAT, les résultats ont montré que le contrdle normal et
les lapins diabétiques traités avec l'extrait testé sont proches (137,17 et 135,5Ul/I,
respectivement), tandis que les lapins traités a la metformine ont un niveau
supérieur a ces 2 groupes. Le niveau d’ASAT des lapins témoins diabétiques est

le plus élevé parmi les groupes avec une valeur de 389,67 Ul /I.

De méme, les niveaux d’ALAT du contrdle normal et les lapins diabétiques
traités avec l'extrait testé présentent presque les mémes niveaux (40,67 et 41,50
Ul / I, respectivement), mais il n'y a pas de différence significative entre eux et les
lapins traitées avec la metformine (50,67 Ul / 1) (P> 0,05). On constate que les

animaux diabétiques présentent le taux d’ALAT le plus élevé.



Tableau 3.21. Effets de l'extrait de Z. lotus L. sur des parameétres biochimiques

des lapins diabétiques induits par le STZ.

Créatinine Triglycéride ASAT ALAT

N=18 (mg/l) ((s70)) (S17))) (uiny
LN 3 3,568+0,02 0,60+0,0 13540,1 40,6940,1
LDNT 3 3,80+0,01 1,29+0,01 389,68+0,2 83,01+0,2
LDTEFT 3 3,60+0,04 0,70+0,021 136%0,12 41,3+0,16
LDTEFO 3 3,59+0,02 0,66+0,012 135,13+0,4 40,5+0,23
LDTEFM 3 3,66+0,01 0,73+0,01 137,02+0,23 | 41,240 ,2
LDTMetformine 3 - 0,72+0,01 137,6+9,25 50,65+0,1

LN : Lapins Normaux

LDNT : Lapins diabétiques non traités

LDTEFT : Lapins diabétiques traités par I'extrait aqueux de feuilles de Tamanrasset
LDTEFO : Lapins diabétiques traités par I'extrait aqueux de feuilles d’El oued
LDTEFM : Lapins diabétiques traités par I'extrait aqueux de feuilles de Médéa

LDT Metformine : Lapins diabétiques traités par Metformine

Le diabete sucré est le résultat d'un déséquilibre dans le métabolisme des
glucides, des lipides et des protéines, suivi d'une sécrétion d'insuline ou d'une
action de l'insuline défectueuses ou des deux. Actuellement, sa gestion par extrait
végétal est devenue une tendance, et plusieurs extraits végétaux sont dotés de

propriétés hypoglycémiques considérables [289 et 290].

L'évaluation de la toxicité aigué de I'extrait aqueux de Z.lotus L. confirme que

son utilisation peut étre saine et sans aucun effet indésirable.

La capacité de l'extrait aqueux a inhiber I'a-amylase et I'a-glucosidase a été
testée. En fait, les deux enzymes ont été inhibées. Ce qui confirme que les
composeés responsables de l'activité antidiabétique de la feuille sont extractibles
dans l'eau, ce qui soutient l'utilisation traditionnelle de cette plante dans le
traitement du diabete. En fait, plusieurs métabolites secondaires, tels que les
polyphénols, les flavonoides et les tanins, ont été quantifiés dans ['extrait

méthanolique de Z .lotus L. Son activité antioxydante a également été évaluée.



L’effet inhibiteur sur I'a-glucosidase de certains de ces composés a été démontré
par [291]. De plus, l'activité antioxydante des composés phénoliques de I'extrait
est également liée a leur effet hypoglycémique. Ces composés agissent sur le
diabéte au niveau cellulaire en favorisant I'action de l'insuline [292]. De plus, parmi
les composés abondants déja identifiés dans cet extrait, il y avait la catéchine
[293], qui démontrait moins la capacité d'inhiber I'a-amylase que I'a-glucosidase
[294].

Dans la deuxieme étape, l'induction du diabéte de type 2 a été réalisée avec
succes en utilisant la STZ ce qui contribue a la destruction partielle des cellules
béta des ilots de Langerhans [239]. Les lapins témoins diabétiques induites par
STZ présentaient une hyperglycémie significative par rapport aux lapins normaux.
L'hyperglycémie pourrait également favoriser une production excessive d'especes
réactives de l'oxygéne, entrainant une dégradation incontrolée des tissus et
présentant ainsi des complications diabétiques. Ainsi, la déficience en insuline
peut s'accompagner d'une augmentation significative des triglycérides et du

cholestérol total chez les lapins diabétiques.

D’autres auteurs a travers des travaux antérieurs dans d’autres conditions
avec des extraits aqueux de plantes ont obtenu des résultats plus ou moins
similaire que les noétres. Les travaux de [287, 295] ont montré que le macérat
aqueux des feuilles de Zizyphus mauritiana a la dose de 150 mg/kg chez les
lapins a provoqué une inhibition de la glycémie de 56,02%; 35,46% et 38,49%
respectivement a 30, 90 et 120 minutes apres administration du glucose. Selon
[73] le macérat aqueux des feuilles de Zizyphus mauritiana a la dose de 150

mg/kg a réduit la glycémie chez la souris de 18,96 % a T120.



CONCLUSION




CONCLUSION

Les résultats de notre travail témoignent de I'importance de I'espéce Z. lotus L.
pour 'usage dans la pharmacie, la phytothérapie et 'agroalimentaire. La plante
étudiée est une sources naturelle de composés antioxydants et antimicrobiens
d’'importance. L’analyse qualitative par la CLHP a montré la présence de l'acide
trans —cinnamique, la Robinine -O-ribinoside-7 Rhamnose, la Rutine, le
Kaempferol, I'acide gallique, I'acide ascorbique, la quercétine, I'Indol 3 caroxylic

plus d’autre métabolites.

La concentration la plus élevée des composés phénoliques a été obtenue en
utilisant des solvants de polarité croissante. L’extrait méthanolique a donné la plus
grande valeur en composés phénoliques et en flavonoides, tandis que, I'extrait
aqueux a donné la valeur la plus élevée en tanins condensés et cela pour les

régions de Tamanrasset et El Oued.

Le contenu élevé des composés phénoligues et la corrélation linéaire
significative entre les valeurs de la concentration des composés phénoliques et
lactivité antioxydante ont indiqué que ces composés contribuent a I'activité
antioxydante. L’évaluation du pouvoir antioxydant par les deux tests : la méthode
DPPH et la méthode FRAP, montre que I'extrait méthanolique de la région de

Tamanrasset d’'Et Oued est le plus actif.

Les résultats obtenus pour I'activité antimicrobienne montrent que les deux
extraits méthanolique et acétate d’éthyle de Z.lotus L.de Médéa sont les plus actifs
contre les souches Kleibsiella pneumonia, Staphylococcus aureus, Escherichia

coli, et Pseudomonas aerugenosa.

L’extrait méthanolique montre une activité plus ou moins importante vis-a-vis
de deux levures Candida albicans, Candida krusei. , I'extrait acétate d’éthyle
montre une activité tres intéressante vis-a-vis Alternaria sp, Fusarium avenaceum

et Fusarium culmorum avec un taux dinhibition tres important. Cette activité



pourrait étre expliquée par la richesse de Zizyphus .lotus L., particulierement

I'extrait méthanolique en flavonoides.

Des études in vivo sur l'activité antidiabétique, anti-inflammatoire ont été
réalisées pour mieux comprendre le mécanisme d’action des molécules bioactives
de la plante. Les résultats de l'activité antidiabétique chez les lapins ont montré
que l'extrait aqueux de Z.lotus L. a exercé une activité anti-hyperglycémie

notable, similaire a celle de la metformine, pour tous les extraits testés.

Par ailleurs, les résultats de 'activité anti-inflammatoire de 'TEMeOH de Z.lotus
L. de la région de Tamanrasset ont montré son effet anti -inflammatoire vis-a-vis
des souris malades, par conséquent, on peut considérer que 'lEMeOH de Z.lotus
L de Tamanrasset et d’El Oued exerce une action anti-inflammatoire comparable
a celle du produit de référence. De plus, son effet est plus efficace a une

concentration supérieure ou égale a 0,1g/ml.

Des études plus approfondies in vivo sur l'activité antidiabétique, anti-
inflammatoire, antiproliférative et insecticide seraient nécessaires dans les années
a venir pour mieux comprendre le mécanisme d’action des molécules bioactives
de cette plante, leur dose thérapeutique ainsi que leur site d’action au niveau de la
cellule. Cela permettrait de préparer des produits pharmaceutiques de grand

intérét thérapeutique.
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ANNEXES




Annexe 1

Questionnaire




Informateur

1. Identification

N® s

Prénom ....coooiiiiiiiiiie e

Sexe : Masculin [J Féminin [J

Age: <30 0O ] 30-50] O ] 50-70] O ] 70-90]
[

Scolarisation : Non scolarisé [ Primaire [ Secondaire [] universitaire
0]
Source de I'information : Héritage familial exclusif [J Révélation divine
0]

Initiation traditionnelle O Autres [

2. Information sur les plantes médicinales
Connaissez- vous le jujubier (Sedr) ?

0 Oui 0 Non

Si oui, comment l'utilisés ?

la plante la partie utilisée Mode d’utilisation




Dose utilisée:  Pincée [J poignée [ Cuillerée [

* Dose précise : Quantité en g/ verre .......

Quantité en g/ litre ........

Autres................

Mode d’administration :  Oral [J Massage [ Rincage [

Badigeonnage!(] Autres [J




Annexe2

Composition des solutions et milieux de culture utilisés

Eau physiologique stérile (composition en g/l)

e Chlorure de sodium (NaCl).........ccoooviiiiiiiiiiinnn. 9g.
e Eaudistillée........cooviiiii 1000ml.
e PH=7

e Stérilisation a 120°C pendant 20mn.

Composition de la gélose MH (Condapanadise,Spain) composition en g/l

o EXtraitde viande..........oooeiiiiiiiiiii e 3,09
o AMIAON. ... s 1,5g
e Hydrolysa acide de caséine...............covviviiiiininnn.. 17,59
L o - | 18g
o PH=7/4

Bouillon Nutritif (Fluka, Biochemika) composition en g/l.

o Peptone.......ooiiiii 10,0g

e Extraitdeviande ............ccoiiiiiiiiiii 10,09
e Chlorurede Sodium..........coiiiiiii e 5,09
o Eaudistillée.......coiiiiiii 1000ml
e PH= 7,3.

e Stérilisation a 120°C pendant 20mn.

Tampon phosphate (PBS) composition en g/l.

o NaCl . 8g

0 KO e 0,29
® NAHPO 4. .. e 1,449
0 KHoPO e 0,249



ANNEXE 3

MATERIEL NON BIOLOGIQUE

VERRERIES APPAREILS REACTIFS

Flacons Balance analytique Nacl

Ballon Broyeur NaOH (0.1M)

Entonnoir Bain —Marie MgSo4

Flacons teintés Autoclave Méthanol

Burette Vortex Acétate d’éthyle

Buchers Etuve Chloroforme

Erlen Meyer Chauffe Ballon H20:2

Tubes a essai Thermomeéetre DMSO

Tubes a hémolyse Spectrophotométre (UV- Vitamine C
visible)

Pipette Pasteur Agitateur BHT

Pipette graduée Rotavapeur sous vide [3-caroténe

Boite de Pétri

Centrifugeuse

Tampon phosphate

Seringue HPLC DPPH
seringues a insuline Lyophilisateur éthanaol,
une balance coton,

un thermometre électronique

un chronometre

un glucomeétre de type
"ASCENSIA ELLITETM" avec
ses bandelettes




ANNEXE 4

ETUDE STATISTIQUES

Corrélations?

P.phenol Tanin Flavonoides | Saponine | IC50DPPH | IC50FRAP

P.phenol Corrélation 1.00 0.00 0.66 0.00 -0.99 -0.61

de Pearson

Sig. 1.00 0.54 1.00 0.08 0.58

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Tanin Corrélation 0.00 1.00 0.76 -1.000" -0.12 0.79

de Pearson

Sig. 1.00 0.45 0.00 0.92 0.42

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Flavonoides Corrélation 0.66 0.76 1.00 -0.76 -0.74 0.19

de Pearson

Sig. 0.54 0.45 0.45 0.47 0.88

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Saponine  Corrélation 0.00 -1.000™ -0.76 1.00 0.12 -0.79

de Pearson

Sig. 1.00 0.00 0.45 0.92 0.42

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
IC50DPPH  Corrélation -0.99 -0.12 -0.74 0.12 1.00 0.52

de Pearson

Sig. 0.08 0.92 0.47 0.92 0.65

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
IC50FRAP  Corrélation -0.61 0.79 0.19 -0.79 0.52 1.00

de Pearson

Sig. 0.58 0.42 0.88 0.42 0.65

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00

** | a corrélation est significative au niveau 0.01 (bilatéral).




Corrélations?

P.phenol Tanin Flavonoides | Saponine | IC50DPPH | IC50FRAP

P.phenol Corrélation 1.00 0.94 0.19 0.65 0.65 0.81

de Pearson

Sig. 0.21 0.88 0.55 0.55 0.40

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Tanin Corrélation 0.94 1.00 0.50 0.87 0.87 0.57

de Pearson

Sig. 0.21 0.67 0.33 0.33 0.61

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Flavonoides Corrélation 0.19 0.50 1.00 0.87 0.87 -0.42

de Pearson

Sig. 0.88 0.67 0.33 0.33 0.72

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Saponine  Corrélation 0.65 0.87 0.87 1.00 1.000" 0.09

de Pearson

Sig. 0.55 0.33 0.33 0.00 0.94

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
IC50DPPH  Corrélation 0.65 0.87 0.87 1.000” 1.00 0.09

de Pearson

Sig. 0.55 0.33 0.33 0.00 0.94

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
IC50FRAP  Corrélation 0.81 0.57 -0.42 0.09 0.09 1.00

de Pearson

Sig. 0.40 0.61 0.72 0.94 0.94

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00

** La corrélation est significative au niveau 0.01 (bilatéral).




Corrélations?

P.phenol Tanin Flavonoides | Saponine | IC50DPPH | IC50FRAP

P.phenol Corrélation 1.00 -0.87 0.65 0.87 -0.57 -0.99

de Pearson

Sig. 0.33 0.55 0.33 0.61 0.09

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Tanin Corrélation -0.87 1.00 -0.19 -1.000" 0.09 0.93

de Pearson

Sig. 0.33 0.88 0.00 0.94 0.24

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Flavonoides Corrélation 0.65 -0.19 1.00 0.19 -0.99 -0.54

de Pearson

Sig. 0.55 0.88 0.88 0.07 0.64

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Saponine Corrélation 0.87 -1.000™ 0.19 1.00 -0.09 -0.93

de Pearson

Sig. 0.33 0.00 0.88 0.94 0.24

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
IC50DPPH Corrélation -0.57 0.09 -0.99 -0.09 1.00 0.45

de Pearson

Sig. 0.61 0.94 0.07 0.94 0.70

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
IC50FRAP  Corrélation -0.99 0.93 -0.54 -0.93 0.45 1.00

de Pearson

Sig. 0.09 0.24 0.64 0.24 0.70

(bilatérale)

N 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00

** | a corrélation est significative au niveau 0.01 (bilatéral).
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Fungalisolates
-S1 : Fusarium avenaceuwm
-S2 : Fusariwm culmorion
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Nature of Polyphenolic plant
extracts

-El:Aqueous or sterile

distillated water

-E2: Methanolic extract

-E3: Chloroformic extract

- E4: Ethyl acetate extract




