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Glossaire

Concentration : opération qui consiste a augmenter la proportion d’une substance dans le

milieu ou elle est contenue en solution ou en suspension.
Hypertension artérielle : est une maladie caractérisée par une pression artérielle trop élevée.

Antispasmodique : est un médicament qui aide a traiter les spasmes musculaires,

principalement digestifs et génito- urinaires.
Ulcérogéne : provocation de la formation d’ulceres.

Adénovirus : sont une famille de virus qui regroupe une centaine de variétés, dont une

quarantaine environ peut infecter I’humain.
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OMS : Organisation mondial de la sante
IDF : Fédération internationale de diabete
uv : ultra violet

ADN : Acide désoxyribonucléique

RMN: Résonance magnétique nucléaire
RF : Radio fréquence

t-PA : Activateur tissulaire du plasmagene
VRS : Virus respiratoire syncytial

LDL : Taux de cholestérol

RL : Radicaux libres

ROS : Espéces réactives de I’oxygene
DPPH : 2,2 — diphethyl1-1 - pycrylhydrazine
ZA  : Zygophyllum album

R : coefficient de corrélation

Abs : Absorbance

IC50 : la concentration de 1’échantillon

EZA : Extrait aqueux de Zygophyllum album



Résumé

Zygophyllum album est une plante tolérante au sel et domine de nombreuses communautés
végétales dans lesquelles elle pousse. La poudre de la plante séchée est utilisée pour préparer
une macération dans le méthanol ensuite une série d’extraction des solvants non miscibles a
I’extrait aqueux .Cet extrait flavonoidique est utilise afin de tester la quantités des
flavonoides dans et a évaluer [’activité antioxydante sur le DPPH.L absorbance de la de la
solutionest mesurée par spéctrophotometrie.les résultats obtenus au cours de notre étude
montrent quel’extrait d’acétate d’éthyle contient une teneur élevée en flavonoideset
I’extraitéther diEthyliquesuggére une forte activité antioxydante IC50 (Ether di éthylique) est
a 0,51 mg /ml.

Mots clés : Extrait flavonoidique de Zygophyllumalbum, DPPH, antioxydant, IC50
Abstract:

The objective of this work is to evaluate some biological activities of Zygophyllum album
flavonoid extract in vitro.Zygophyllum album is a salt tolerant plant and dominantes many
plant .Communities in wich it grows.The driede plant powder is used to prepare a maceration
in the methanol then a series of extraction of solvents not miscibles to the extract aqueous
This flavonoid extract is used to test the amount of flavonoids and to evaluate antioxidant
activity on DPPH. The absorbance of the solution is measured by spectrometry. The result
obtained during our study show that ethyl acetate extract contains high content of flavonoids

and diethyl ether extract suggests strong antioxidant activity IC50(diethyl ether ) 0.51 mg/ml.
Key words: flavonoids extract of Zygophyllum album, DPPH ,antioxidant,IC50.
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1 Introduction

Le diabete est I'un des principaux tueurs au monde avec I’hypertension artérielle et le
tabagisme, selon I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS),cette maladie constitue un
probléme de santé publique majeur et malgré les efforts de prévention ,la pandémie se
poursuit en 2014 le diabéte affectait 422 millions de personnes au niveau mondiale, alors qu’il
ne concernait que 108 millions de patients en 1980 et que les premicres prévisions de
I’organisation mondiale de la santé (OMS) et de l’international diabéte fédération (IDF)

s’inquiétait en 1990 du risque de voir le diabete affecte 240 millions de personnes en 2025

).

En effet, le stress provoque la libération de certaines hormones, dont le cortisol,
qui occasionnent la hausse de la glycémie. Ce phénomene est généralement bien controlé,
par contre chez les personnes qui ont une prédisposition génétique du diabéte et qui
subissent un stress chronique, on observe une ¢élévation plus importante et persistante de
la glycémie. A long terme, cette réponse au stress contribuerait a accroitre la résistance a

I’insuline et favoriserait le développement du diabete de type 2[2].

Depuis le temps les plusanciens, les grandes civilisations (chinoise, égyptienne,
babylonienne, gré que, romaine, ct) on recourt aux plantes médicinales pour leur
propriétés thérapeutiques, cosmétiques, chimiques, diabétiques, pharmaceutiques, apres

alimentaires et industrielles.

Actuellement, cette médication, par les plantes, connait un regain d’intérét
notable et c’est graceaux études scientifiques basées sur les méthodes analytiques et les
expérimentations nouvelles, que le monde médical découvre de plus en plus, le bien

fondé des prescriptions empiriques des plantes médicinales [3].

L’objectif de notre travail vise a évaluer, in vitro, deux activités biologiques
(antidiabétiques et antioxydant) des extraits flavonoidiques de Zygophyllum album, et

qui sera présenté comme suit :

Il contient deux parties : parties bibliographique et partie expérimental. La partie

bibliographique contient quatre chapitres.

e Un premier chapitre qui comprend des généralités sur le diabéte et la

phytothérapie du diabete
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e Un deuxiéme chapitre qui contient des généralités sur la plante étudiée et les
plantes médicinales et leurs propriétés thérapeutiques et pharmaceutiques
e Un troisieme chapitre sur les métabolites secondaires de la plante étudiée

e Un quatrieme chapitre sur les deux activités antioxydant et antidiabétique

La deuxiéme partie expérimentale, portant sur 1'é¢tude in vitro des deux activités
biologiques deux l'extrait flavonoidiques de zygophyllum album, et la troisicme partie
qui comporte les résultats obtenus et des discussions sur ces derniers .Enfin, une

conclusion et des perspectives sur notre thématique.
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I. Généralité sur la plante

1 Plante médicinale
Les plantes médicinales représentent une des sources de médicaments pour
environ 80% de population africaine, « le savoir- faire des guérisseurs traditionnelles,
d’une valeur inestimable », est un point de départ pour 1’investigation pharmacologique

et phytochimique de ces médicament naturels [5]

La médecine moderne occidentale e a rejeté la plupart de ces recours pour
développer des médicaments chimiques et une technique de soins sophistiquée, elle
continue cependant d’utiliser certains remedes a base de plante médicinale.

Une tendance récente conduit méme a rechercher dans les plantes de nouveau
produites de substitution pour certaines maladies :( cancer, paludisme ...ect) plus de
2000 000 plante médicinale sont recensées de nos jours sur I’ensemble de notre plancte
vivent dans les pays tropicaux d’Afrique et d’ailleurs, L’histoire de la médecine montre
I’importance de ces especes dans les thérapies. Toutes les sociétés traditionnelles ayant
puisé, pour leurs soins de santé, dans cette pharmacopée végétale d’une trés grande

richesse(Figurel)[6].

Figure 1: plante médicinales [7].
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2 Famille des Zygophyllaceaes
Cette famille comprend 26 genres et de 285especes déparés la classification
phylogénétique [4].
Zygophyllacées, renferment 10 étamines, le plus souvent, a stipules unies, un ovaire de
4a 5 carpelles, et posséde un ou plusieurs ovules par loge. Les fruits sont en général,
capsulés, loculicides, ou septicides, se dissociant en coque, parfois bacciformes, au

drupacés.

3 Intéréts biologique de la famille des Zygophyllaceaes
Beaucoupd’espéces de cette famille ont des propriétés thérapeutiques
remarquables, et sont utilisés en médecine traditionnelle. Dans ce qui suit, nous allons

citer quelques exemples d’especes de trés grande importance thérapeutique :

e Balanites aegyptiaca :c’est une plante riche en saponines, elle a plusieurs
activités : anti- inflammatoires, antioxydantes, anti— nociceptives , anti-
fongique,anti-septiques ,, anti malaria, anti — styphiniques et anti — virales
,traditionnellement, ses extraits aqueux sont utilisés dans le traitement de la

jaunisse et diabéte.

e Larreadivaricatta : c’est une plante populaire en médecine, est utilisée dans le
traitement des tumeurs des maladies inflammatoires, du rhumatisme et de la
fievre.

e Larreatridentata :C’est une plante désertique , elle est largement utilisée dans
cette thérapeutiqueses extrait peuvent soigner 1’acné et les psoriasis et en méme
temps sont des effets cicatrisants, anti fongiques et antiviral, elle a aussi des
activités analgéstiques anti- inflammatoires et antis oxydantes. [8]

o Zygophyllum eichwaldii: Cette espéce a des propriétés nombreuse, antis
septiques, anti eczéma, anti diabétique ; anti bactériennes et anti- fongiques .

o Zygophyllum coccineum : ¢’est une plante commune en médecine traditionnelle
dans les pays méditerranéens, elle est utilisée contre le rhumatisme, la goutte et
I’hypertensionet le diabéte [9].

o Peganumharmala : ses extraits sont utilisés dans le traitement, de diabéte,
I’hypertension artérielle le rhumatisme et 1’asthme et aussi comme anti

bactériennes et anti-fongique[10].
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o  Zygophyllum gaetulum : trés connue avec ses propriétés anti —diabétique, elle
est également antispasmodique, anti-eczéma et un bon reméde pour ’estomac [11].
o Zygophyllum geslini : cette espece est utilisée contre le diabéte, elle a également

des activités cytoxique[12]

4 Espéces zygophyllum album
Le Zygophyllum album L. est une plantes spontané appelé en arabe (Bougriba)
selon (halis 2007) et selon(Chehma et Ddjebar ( 2008) spontanée et selon Maizaet al ;(
1993) (aggaia) et (bougrbaya)Selon Makkiet al.,( 2013).(Figure3).

Figure2: plante zygophyllum album. L [16]

1.1  classifications botaniques de zygophyllum album

Classification systématique : [13,14,15]

< Régne : végétale.

«» Embranchement : spermaphytes.

« Sous — embranchement : Angiospermes.
« Classe : Dicotylédones.

* Sous classe : Rosidae

« Ordre : Zygophyllale.

< Famille : Zygophyllaceae

% Sous-famille : Zygophylloideae

< Genre : Zygophyllum

< Espéce : Zygophyllum album L
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1.2 Description de zygophyllum album

Selon (halis 2007) le Zygophyllum est parmi les plantes connues dans la région de
Oued souf, ,elle se compose des plantules denses et trés ramifies avec des feuilles
charnues de couleur vert pale recouverts par des écailles blanches ressemble a la
poussiére pendant la maturation les feuilles prennent ,t une couleur jaunatre a orange
sans étre tombées .I1 se composent de deux feuilles charnues ,leur stigmate
comporte un filet épaisse et large sur base ou on peut différencies plusieurs espece a
travers leur fruits ,leur fleures sont branches et petites a peu prés comme la taille des
feuilles ces fleurs donnent naissance a des fruits contient 5 cinq lobes .[16] -le
pédoncule fructifére bien plus court que fruit, la partie libre des carpelles

sensiblement aussi longue que lapartie soudée [17].

il el el ol ol el el il il el _ el

Figure 3: Description botanique de plante zygophyllum album [16]

1) Les feuilles. 2) les fleurs. 3) étamine est caractériser par un fil gras et large dans
sa partie inferieure. 4) les fruits (les différentes especes de zygophyllum sont

caractérisées par les fruits)

1.3 Ecologie et répartition géographique
Le( zygophyllum album. L.) représente un groupede plantes succulentes qui

sont résistantes a la sécheresse et tolérantes au sel, vivant. Sous de sévéres conditions
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climatiques seches. Elle peut se développer dans les marécages ainsi dans les sols ou la
remonte de sel, donc c’est une espéce qui améliore la masse végétale dans ces régions
méme vue sa capacité de rétention de 1’eau par ses feuilles charnues il est considére

comme une ressource pour animaux (les bétails) surtout dans la période estivale [16].

Elle est distribuée a travers le Sahara d’Afrique du nord a la péninsule arabique
et I’ Afrique orientale tropicale, il a une large répartition géographique en Egypte et est
commun dans les marais salants et au sec dans les bandes cotieres de la méditerranée et

les mers rouges.

Il est également abondant dans certains oueds désertiques intérieurs dans les
zones salines autour des sources d’eau saumatre, et dans tout le Sahara septentrional

[18,19].

1.4 Propriétés thérapeutique et pharmaceutique

Les feuilles, les tiges et les fruits de cette plante sont utilisées dans la médecine
populaire comme un médicament actif contre les rhumatismes, la goutte, I’asthme et
I’hypertension, il est également utilis¢ comme diurétique, anesthésique local,
antihistaminique, agent anti diabétique, carminative, antiseptique et stimulante. En outre, il
posséde d’une activité anti -diarrhéique [20,21].

Elle est trés utilisée contre le diabéte sucre, les inflammations et les douleurs du tube

digestif.

Les activités biologiques attribuées a cette plante : Antidiabétiques, anti oxydantes,
antifongique, antimicrobiennes, antivirales [13,14].Dans le domaine de pharmacopée elle est
utilisée, en décoration, en poudre ou en pommade pour le traitement des diabétes,des

indigestions et des dermatoses[18].
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II. Métabolites secondaires

1 La composition biochimique d’espece Zygophyllum album

Les principaux constituants décrit a partir d’espéces Zygophyllum album sont :
Zygophyllin, I’acide quinorique, les glycoside, B — sitosterol- B-D-glycopyranoside, des
glucides, des tanins, des alcaloides, des stéroides, des cardenolides , des lactones, des acides

aminés, saponines , stérols insaturés et tri terpéniques.

En outre, six flavonoides ainsi que deux acides phénoliques ont été isolés et
identifi¢ comme : 7-di—O-B-glycopyranoside, isorhamnétine-3-O-B-glycopyranoside et
isorhamnétine-3-O-arhamnopyranosyl.(1/6) — O-  — glycopyranoside ( isorhamnétine -3-
O-rutinoside) , isorhamnétine -3-0-a rhamnopyranosyl-(06-01)-O-f-
galactopyranoside.(Isorhamnétin 3-0O- robinoside) ; isorhamnétine-3-O-f3-
glucopyranoside ~ 7-O-o-rhamnopyranoside, [’acide  gentisique et 5-O-a -

rhamnopyranoside. [21,22,23]

2 Métabolites secondaires isoles de la famille des Zygophyllacées

2.1 Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances d’origines biologique et plus souvent

végétales (ils sont rares dans le régne animal).

Eventuellement reproductibles par synthése azotées, de réactions alcalines plus
ou moins prononcées et douées a faible dose de propriétés pharmacodynamiques

marquees.

Leurs noms se terminent souvent par « ine ». Les alcaloides renferment toujours
du carbone, d’hydrogéne et de I’azote, et le plus souvent, en plus de 1’oxygene.

(Exceptionnellement quelques alcaloides contiennent du soufre).

Les alcaloides donc sont des produits aminés naturels qui ont des effets
physiologiques sur I’organisme humain. [24,25,26]. La plus part des alcaloides contient

plus d'un hétérocycle.
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L’atome d’azote de cet hétérocycle est une amine secondaire ou tertiaire. La
présence des atomes d’azote dans la chaine linéaire est trés rare. Notons que plusieurs
alcaloides contiennent deux atomes et plus d’azotes dans des hétérocycles différents a
I’image de la nicotine et la réserpine. La caféine a son tour contienne quatre atomes

d’azotes repartir dans les différents hétérocycles [24].

Le rdle des alcaloides dans la plante reste encore moins clair. Probablement ils

sont considéres comme une réserve d’azote en cas de son manque dans le sol [27].

La masse moléculaire des alcaloides varie entre 100 et 900 g/mol. Les alcaloides
et leurs sels purs sont en général des produits solides cristallises par un point d’ébullition
propre, certains alcaloides sont amorphes trouvant sous formes de cires. D’autres
alcaloides de faibles points ¢ébullitions sont a 1’état liquide sous forme d’huiles dont la

viscosité variante.

Les alcaloides dans le cas général sont des produits incolores, sans odeurs
spécifique, particuliérement ceux qui ayant de faible points d’ébullitions. Un nombre
limite des alcaloides possédant des cycles aromatiques vire vers le jaune tel que la

berbérine et la colchicine, d’autres vires vers 1’orange.

Les alcaloides liquides peuvent étre volatils caractérises par une odeur
spécifique ou non volatils, signalons enfin que les alcaloides ont un gout amer. [27,

28,29].

IZ

H
CHa CH,

2

| : Harmaline : Harmine

Figure 4 : Structure chimique de quelques alcaloides isoles de Peganum harmala [30].
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2.2 Lignanes

Ces composes sont les dimeres des unités de phenylpropane (C6 C4)[31]. Ils
sont isoles a partir de nombreuses plantes médicinales, les travaux phytochimiques
effectués sur la famille zygophyllaceae, ont permis 1’isolement de ces métabolites

essentiellement de I’espéce Larreatridentatae.[|32,33].(Tableau4)

Tableau 1: Quelques structures de lignanes isoles de Larrea Tridentata[30]

Nom d’espece Nom de composes isolés

Larrea . (7s, 8s, 7’s, 8’s)- 3, 3’ trihydroxy-4-methoxy 7,7’-exylignanes.
tirdentata

Méso — (rel 7s, 8s, 7’R, 7, 8’R)-3, 4, 3°4’-tetrahydroxy-7, 7°-

epoxylignane.

. (E) -4,4’-dihydroxy -7,7’-dioxolign-8(8")-ene 3,4’-dimethoxy-6,7-

cyclolignane
.3’-demethoxyisoguaiacine 4,4’- dihydroxy-3,3’-dimethoxy-6,7-
cyclolignane
4, 4-dihydroxy-3,3’-dimethoxylignane

.3’,4-dihydroxy -3,4’-dimethoxylignane

.3, 3’-dihydroxy-4,4’-dimethoxylignane

11



Figure5S :Quelque exemple sur les lignanes [34]

2.3  Triterpénoides .

Les triterpenes(Tableau5), sont des composes dérivés de leur précurseur en
C30, le squaléne , qui a été isole initialement du foie de requin [30] . Ils sont largement
distribués dans deux regnes végétal et animal[35] .Ces métabolites sont isoles de

nombreuses plantes appartenant a la famille zygophyllaceae.|34,30].

Tableau 2: Classification des terpenoides [39]

Nombre de carbone Nom

10 Monoterpene
15 Sesquiterpéne
20 Diterpéne

30 Triterpeéne

40 Tetraterpene

2.4  Composes flavonoidiques

Terme en latin; (Flavus =jaune). Ont une structure de C6-C3-C6 a poids
moléculaire faible, ils peuvent tre considérer parmi les agents responsables des couleurs

de plante a cote des chlorophylles et caroténoides [47].

) Synthése bibliographique
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Figure 6 :Structure de base des flavonoides[41].

3 Les flavonoides

3.1 Généralité
Ils sont considéres comme des pigments quasiment universels des végétaux. Ce
groupe comprend comme son nom I’indique des composées jaunes mais aussi d’autres

couleurs ou incolores [40].

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphynols, avec plus de
9000 composes différents [41] et distribues de manicre générale, dans toutes les plantes
vasculaires. Leur squelette chimique commun posséde 15 atomes de carbones, constitue

de deux noyaux benzéniques A et B relies par un cycle pyranique central C

Les flavonoides qui représentent plus la moitié des poly phénols, les tanins, et

les coumarines

Les différentes classes de composées phénoliques sont représentées dans le

(Tableau3)
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Tableau3: Classification des polyphénols [42].

Structure Classe

Cs Phénols simples

Ce— Cy Acides phénobiques et composés dérivés

Ce— C: Acétophénones et acides phénylacétiques

Ce— G5 Acides cinnamiques, coumarines, isocounmrines,
chromones

Cis Flavanok, flavanones, flavonols, flavonones,
anthocyanines et anthocyanidines

Cap Biflavonyles

Ce— Ci— G, Cg— C;— Cg Benzophénones, xanthones et stilbéne

Cs, Cuo, Cua Quinones

Cis Bétacyanines

Lignanes, neolignanes Diméres ou oligomeres

lignine Polymeres

tanins Condensé et hydrolysable

2.2.  Biosyntheses des flavonoides

La structure du flavonoide C6-C3-C6 est le produit de deux voies de biosynthése
séparées. Le pont et le cycle B aromatique constituent une unité phénylpropanoide
synthétisée a partir de p-coumaroyl-CoA. Les six carbones du noyau-A proviennent de la
condensation de trois unités d’acétate par voie d’acide malonique [43]. La biosynthése de

I’important squelette flavonoidiques est illustrée dans la (figure8).

La condensation de trois molécules de malonyl-CoA avec le 4-coumaroyl-
coenzyme A, catalysée par la chalcone- synthase, donne comme produit de reaction une
chalcone . La chalconne tend a sisomeriserspontanement en flavanoneracemique dans les
conditions physiologiques normales. L’étape suivante c’est la cyclisation de la chalcone
par ’enzyme chalcone — isomérase qui induit une fermeture stéréospécifique du cycle C
résultant d’une (2S) —flavanone. La production de la flavanol (2R, 3R) -
dihydrokaempférol est catalysée par I’enzyme flavanone 3-hydroxylase qui est spécifique

a I’ hydroxylation en position C3 de la (2S) —flavonone.

L’introduction de la double liaison entre C2 et C3 est garantie par le flavonol-

synthase en présence de 1’oxoglutarte. [34].

) Synthése bibliographique
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Phénylalanine
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Coumaryl-CoA . Coumarine
Chalcone synthétase (CHS) 1
H * B . ! B
A C : A C L3
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Chalcones
Flavones
Chalcone isomdérase (CHI) l -
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Flavone synthase " B
Flavanone -3-hydroxylase (FHT) (FSi) =
Isollayones a

Flavanonols '-—~—._._,_.__‘__‘_‘1

Dihydroflayone-d-réductase (DFR) l Navenol-sy nthase e
(FLS) A | C

Leucoanthocyanidine 1 -
-

l . Flavonols

Anthocyanidines

Figure 7: principales étapes de biosynthése des différentes classes des flavonoides [27].

2.3. Classification des flavonoides

Les flavonoides ont des sous- groupes caractérisés contenant deux ou plusieurs
cycles aromatique existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides,
chacun pourtant une ou plusieurs groupes hydroxyles phénoliques et reliées par un pont

carboné [27].

Les flavonoides sont généralement des antibactériennes [45].1ls peuvent étre
exploites de plusieurs maniéres dans I’industrie cosmétique et alimentaire (jus de citron)
et de I’industrie pharmaceutique (les fleurs de tréfle rouge traitent les rhumes et grippe en
réduisant les secrétions nasales), comme certains flavonoides ont aussi des propriétés

anti-inflammatoires et antivirales. [46].

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et donc possedent le

méme ¢lément structural de base, a savoir I’enchainement 2-phenylchromane [40].

) Synthése bibliographique
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Les principales classes de flavonoides sont les flavones, les flavonols, flavan-3-
ols, les isoflavones, flavanones et anthocyanidines. D’autres groupes de flavonoides, qui
sont quantitativement mineurs, sont dihydroflavonols, flavane-3,4-diols, chalcones,
dihydrochalcone et aurones [47]. Dans chaque cas, deux anneaux de benzeéne sont lies
ensemble par un groupe de trois carbones. C’est 1’arrangement du groupe C3 qui

détermine comment les composés sont classés [42].

2.4. Localisation et distribution

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieures :
racines, tiges, feuilles, fleures, pollens, fruits, graines noies certains flavonoides sont plus
spécifiques de certains tissus. Le monde animal est lui aussi concerne par les flavonoides,
on trouve par exemple de la chrysine, de la quercitine, de la galangine dans la propolis
des abeilles. Ils peuvent également se trouver dans les glandes a sécrétion odoriférante du

castor [48].

Les formes héterosidiques des flavonoides, hydrosolubles s’accumulent dans les
vacuoles et, selon les espeéces, se concentrent dans 1’épiderme des feuilles ou se
répartissent entrel’épiderme et le mésophiles (mais ces deux tissus peuvent accumuler
spécifiquement des structures différentes, comme chez certaines céréales). Dans le cas

des fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques.

Lorsque les flavonoides sont présents au niveau de la cuticule foliaire, il s’agit
presque toujours de genines libres dont le lipophile est accrue par la méthylation partielle
ou totale des groupes hydroxyle, cela concerne surtout des plantes des régions arides ou

semi arides [34].
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Tableau4: Distribution alimentaires des principales classe des flavonoides [34].
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2.5. Propriétés physiologiques des flavonoides

Les flavonoides comptent parmi les plus représentatifs des substances ¢labores
par les plantes a travers leurs métabolismes secondaires, ces Substances posseédent des
propriétés colorantes, aromatique, médicinales et cosmétologiques et cohérent a la plante
des avantages adaptatifs, de nombreux principales actifs sont bénéfiques a I’homme et a

I’animal.

Les flavonoides sont a 1’ origine des propriétés chromatique des différents
pigments, qui sont accumules dans la plupart des organes des végétaux. Les pigments
responsables des couleurs vives et variées des fleurs, ont non seulement un effet
esthétique, mais sont aussi responsables de D’attraction des pollinisateurs (oiseaux et
insectes). Un tel constat a été¢ mis en évidence par (Harbone et al. (1978), confirmant le
role des anthocyanes dans le processus de pollinisation. D’autrs auteures soulignent
I’importance des flavonoides dans la fertilité¢ des plantes, ils sont indispensables dans le
développement des gamétophytes males. Des mutations affectant 1’enzyme clé chalcone
synthétase qui catalyse la biosynthése des composes phénoliques entraine 1’absence de

pigments dans les anthéres et une stérilit¢ male.

Les flavonoides jouent un réle important dans la défense des plantes contre les agressions
parasitaires ou abiotiques. Les plantes étant immobiles, elles ont dii mettre en place un
systéme de résistance pour combattre les effets de I’environnement comme le gel et la
sécheresse. Les flavonoides pourraient également permettre aux plantes de suivre sur les
sils riches en métaux toxiques comme I’aluminium [49]. Les flavonoides de défense
peuvent étre devises en deux groupes : ceux préformes, et ceux dont la synthése va étre
induite par un phénomene physique, une infection ou un stress. Ils peuvent étre présents
de maniére constitutive, mais leur synthése va étre augmentée par un facteur déclenchant,

dans ce cas on parle de phytoalexines[50].

Vanetten et al. (1994) définissent les phytoalexines comme les composés
synthétisés en réponse a une attaque. Les flavonoides préformes sont des composées
synthétisée durant le développement normal de la plante. Ils sont souvent accumules a
des endroits stratégiques de la plante pour sa défense. Ce qui explique que certains de ces
composes possédent un potentiel thérapeutique contre les microorganismes (bactéries,
virus, champignons), et les insectes. Les flavonoides pourraient entrainer des
changements dans la différenciation tissulaires et promouvoir la formation de thylle et

d’al, empéchant ainsi 1’agression par des agents invasifs.
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En raison de leur structure, les flavonoides présentent une zone d’absorption
dans I'ultraviolet et leur synthése est fortement stimulée chez certaines espéces par la

lumiére ultraviolette [51,52].

Ces composes s’accumulent en grandes quantité dans leurs tissus périphérique, ils font
écran aux UV qui endommagent ’ADN .[53] et protégent ainsi les tissus internes des

tiges et des feuilles.

2.6. Caractéristique physico-chimique des flavonoides

L’étude physico-chimique des flavonoides a émerge comme celle de la plupart
des produits naturels, leur importance relative dépend d’une meilleure connaissance des
différentes modifications structurales de ces composes, sous I’effet de 1’acidité du milieu,
de température, de la lumicre, de leur solubilité, de leur complexassions métallique, et
complexation avec les protéines. Généralement cette connaissance est déterminée par les
méthodes spectrales, RMN...ect. Mais avant d’¢laborer cette étude I’extraction et la

séparation phytochimiques sont indispensables.

2.6.1. Caractéristiques spéctrophotométriques, chromatographique

Les végétaux flavonoides pigments chromophores capables d’absorber
sélectivement une partie de la lumiére. Les fonctions chimique responsables de cette
absorption sont constituées de liaisons riches en ¢électrons délocalises ou de la

conjugaison de celles- ci.

L’¢tude de ces propriétés chromatiques se fait par le biais de la
spéctrophotométrique UV-visible. Cette méthode physique simple et rapide tres utilisée
dans la détermination du squelette flavonoidique, ainsi que la position des substituant.
L’identification des flavonoides grace aux spectres UV dans le méthanol et en présence
de réactifs s’appuie sur les données de la littérature décrites par (Mabry etal. (1970),

Markham (1982) et Voirin (1983).

En effet, le spectre d’absorption d’une structure flavonoidique présente deux

bandes d’absorptions essentielles (figure 12) :

La bande 1 située a entre 300 et 400nm caractéris¢ la forme cinnamoyle de la

molécule.

La bande 2 située a 240- 285 nm est attribuée a sa forme benzoyle.

) Synthése bibliographique
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lH:—mdv I1 : Bande I

Bande d'absorption Bande d'absorption de
de la partie benzoyle la partie cinnamoyle

Figure 8 : les bandes caractéristiques d'un squelette flavonoidique [54,55].

L’augmentation du nombre d’hydroxyle sur le noyau B se traduit par effet
bathochrome de la bande 1 ; il en est de méme pour la bande 1 en relation avec le noyau
A. De plus, la bande 2 apparait sous forme d'un pic unique ou un pic accompagne d'un
¢paulement, selon que le noyau B est hydroxyle en position 3’ ou di hydroxyle en

position 3’ et 4’.

L’emploi de réactifs tels tel que la soude, 1’acétate de sodium, I’acide borique, le
chlorure d’aluminium et ’acide chlorhydrique ; permet de localiser les regroupements

hydroxyles libres ou substitues sur un molécule flavonoidique(Tableau8).
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Tableau S:Maximum d’absorption UV des flavonoides Action des réactifs sur 1’allure du
spectre UV-visible [44].

Specire UV Bamde 1 Bande 11 Tyvpes de flavonoides
30350 0270 Flavomes
352-385 250-280 Fla vk
300-3 245275 Flaw amomes
R — 300-3 30 245275 Isoflavones
3483 230-2T70 s beome &
AR W 230-270 A oS

Specires UY en

présence de réactills Bande 11 Bande 1 S b it o e
=) & b namn OH enm 47
500 & & nan OH &a 3 & 40R
NaOH MeOH Bande [11 entre

s bambes [ et OHem 7
1]

NaliAc Me OH & 5 b 0 men OHen 7
- +12 & 36 nm Ortho &-OH 3°4°
i + 1 B Nl
NaOae + HiB e 5 A10 mm 6.7 ou 7.8 di OH
5 ) OHen 3
A b MeOH &35 & 55 nam OHen S
-30 & 40 Ortho & OH sur le moyau
-2 & -X5 =
Chrtho & OH sar e moyau
A plus owtho di OHH
AICII +HCLYMeOH o :
sunr b mowau B
+35 4 55 5-0H
174 20 5-0H
<500 & 6D 3-0H ou 3-0H e1 5- OH

L’emploi de réactifs tels que la soude, 1’acétate de sodium, 1’acide borique, le
chlorure d’aluminium et 1’acide chlorhydrique ; permet de localiser les groupements

hydroxyles libres ou substitues sur une molécule flavonoidique.

Des indications significatives sur la structure chimiques des flavonoides peuvent
étre fournies par les valeurs des Rf dans un systéme de solvant donne. La couleur de la
fluorescence sous lumiere ultra — violet peut également orienter quant a la structure de la

famille flavonique.
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Tableau 6:

Tableau 6 :Fluorescence des structures flavonoidiques sous lumiere UV [55].

Couleur des spots Structures flavoniques

Flavones -5, 6,7
Noir- violette
Flavonol substitué en 3

Flavone ou flavonol sans OH en 5
Bleu Flavanone avec OH en 3 ou flavanol
Flavonol avec 3-OH substitué ou sans 5- OH

Jaune ou jaune terne Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH
Orange [soflavones
Jaune verte Aurones
Verte Chalcones
Bleu verte Flavanone sans 5-OH
2.6.2. Solubilité et extraction

L’extraction des flavonoides est basé sur le degré de solubilité dans les solvants
organique, les aglycones moins polaires comme les isoflavones, les flavanones et les
flavones hautement méthoxylés, sont plus solubles dans les solvants tels que ’éther et le
chloroforme [56] et les autres qui possédent un nombre in substitue de groupements
hydroxyles ou de sucres sont des composes polaires, généralement solubles dans les

solvants polaires [57].

Les hétérosides peuvent étre extraits le plus souvent a chaud par de 1’acétone ou
par des alcools (éthanol, méthanol) additionnes d’eau. Il est possible de procéder a une
évaporation sous vide et, et lorsque le milieu ne contient plus que de I’eau, on mettre en

ceuvre une série d’extraction liquide-liquide par des solvants non miscibles :

e par I’éther de pétrole qui ¢limine la chlorophylle et les lipides.

e par de I’éther di éthylique qui extrait les génines libres.
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e par de I’acétate d’éthyle qui entraine la majorité des hétérosides les plus polaires.
Alors que les flavonoides lipophiles des tissus superficiels des feuilles sont
directement extraits

e par les solvants moyennement polaires (dichloromethane); il faut ensuite les

séparer des cires et des graisses qui sont extraites simultanément [34].

2.7.  Propriétés biologique et pharmacologique

Les flavonoides sont couramment consommes quotidiennement sous de fruit,
légumes et boissons telles que le vin et le thé. ils sont capables de moduler I’activité de
certaines enzymes et de modifier le comportement de plusieurs systémes cellulaires [S8],
suggérant qu’ils pourraient exercer une multitude d’activités, biochimiques ou
pharmacologiques notamment des propriétés, anti- cancérogenes, hépatoprotecteure[34]
anti- inflammatoires, [59, 60,61] anti — allergiques vasculoprotecterices[42], anti- virales

et anti- bactériennes [62].

La catéchine montre une activité anti- tumorale [63]. Cette activité est attribuée a
la capacité de ce flavonoide d’inactiver le t-PA (tissue — type plasminogenactivator) en
greffant a celui — ci laminine, une molécule de la matrice extracellulaire qui joue un role
important durant la mort cellulaire. la quercetine aussi est capable d’inhiber la croissance
cellulaire, donc cytotoxique, en empéchant certaines phases du cycle cellulaire et en
bloquant les sites récepteurs des hormones [64] . D’autres mécanismes également
peuvent inhiber la croissance cellulaire, a savoir : la stabilisation du collagéne et la

réduction des radicaux libres [65].

Les flavonoides sont ¢galement connus pour leurs effets anti- allergiques, ils
agissent par inhibition des enzymes qui favorisent la libération d’histamine a partir des

mastocytes et des basophiles : AMPcphosphodiestérase et la Ca++ ATPase [66,67].

Par exemple, I’ATPase Ca2+ dépendante dégrade I’ATP produisant ainsi de
I’énergie afin de faciliter I’absorption de calcium par les membranes cellulaires, ce qui
favorise la libération de I’histamine stockée dans vésicules. En inactivant cette enzyme, la
quercetine a montré un potentiel d’action supérieur a celui du cromoglycate de sodium
utilise comme médicament en empéchant la libération de I’histamine stockee dans les
vésicules.En  inactivant cette enzyme , la quercetine a montré un

pontentieldactionsuperieur a celui du cromoglycane de sodium utilis¢é comme
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médicament en empechant la liberation de I’histamine substance endogenes qui causent

I’asthme [65] .

Sous I’action de cyclooxygenase et la lipooxygenase, I’acide arachidonique se
métabolise respectivement en prostaglandines et leucotrienes induisant ainsi des
phénomenes inflammatoires. Landofli et ses collaborateurs monte que certains
flavonoides sont capables de modifier le métabolisme de 1’acide arachidonique dans les
plaquettes [68]. C’est ainsi que la myricetine et la quercetine bloquent 1’action des cyclo-
oxygénase et lipoxygénase a des concentrations relativement ¢élevées. A faible
concentration, c’est la lipoxygénase qui est inhibées préférentiellement. Certains travaux
suggerent qu’ils pondéraient une bonne activité anti- inflammatoire sans les effets

indésirables de types ulcérogéne[69, 70, 71 ,72].

De nombreuses preuves suggerent que l’inflammation joue un role dans
I’apparition de la maladie de parkinson, qui se caractérisé par une dégénérescence des
neurones dopaminergique dans la substance noire. Des chercheurs ont évalué I’effet de la
lutéoléine, possédant diverses activités et notamment des effets anti-inflammatoires, sur
la diminution du captage de la dopamine par les neurones et la perte de neurones.La

lutéoléine inhibe cette diminution de manieres dose — dépendante [72].

Les flavonoides peuvent aussi empécher le diabéte ou du moins le réduire en
inhibant 1’enzyme aldose réductase [73].Ong et khoo ont rapporté que la myricétine

possédé un effet hypoglycémiante [74].

L’effet des flavonoides sur le systéme immunitaire est complexe et demeure
encore mal ¢lucide . Certains d’entre eux réduisent I’activation du complément,

diminuant de fagon générale la réponse inflammatoire [75].

Les flavonoides atténuent le pouvoir infectieux ou affectent la réplication intercellulaire
d’autres virus tels que le virus respiratoires syncytial (VRS), la herpe simplex virus

(HSV) et les adénovirus [76].

Les maladies coronariennes sont généralement associées a des taux sanguins
¢léves de cholestérol, LDL...Un des agents pharmacologiques efficaces pour traiter ces
désordres est la niacine. Des chercheures ont montré que la quercitine et la lutéoléine
pouvaient diminuer ces bouffées de chaleur en inhibant la production de prostaglandine

induite par la niacine [77].
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Malgré Deffet inhibiteur des flavonoides sur les enzymes, ces composes
rarement stimulent une activité enzymatique : c’est le cas de la proline — hydroxylées.

Cette stimulation favorise 1’établissement de pontages entre les fibres de collagene,

renforcant ainsi leur solidité et leur stabilité, s’opposant a leur dénaturation [37].

Tableau7: les plantes médicinales riche en flavonoides. [77].

Brysonima crassa
Calendula officinalis
Cannabis sativa

Citrus medica
Clerodendrum phlowvidis
Clitoria ternatea
Celyecheriza glabra
Mimosa pudica
Limnophila indica
Mentha longifolia

Malphigaceae
Compositae
Compositae
Rutaceas
Verbenaceae
Fabaceae
Leguminosae
Mimosoideae
Scrophulariaceae
Lamiaceae

Plant Family Flavonoid

Aloe vera Asphodelaceae Luteolin

Acalypha indica Euphorbiaceae Kaempferol glycosides
Azadirachta indica Meliaceae Quercetin

Andrographis paniculata Acanthaceae 5-hydroxy-7.8-dimethoxyflavone
Bacopa moneirra Scrophulariaceas Luteolin

Betula pendula Betulaceae Queercetrin

Butea monospermea Fabaceae Gienistein

Bauhinia monandra Fabaceae Quercetin-3-O-rutinoside

{+)-catechin

isorhamnetin

Quercetin

hesperidin

Pectolinarigenin,

kaempferol-3- nechesperidoside
Liguiritin,

Isoguercetin

3.4- methlenedioxyflavone

Luteolin-7-C }-ﬂh‘;‘uudr

Maomordica charantia Curcurbitaceas Luteolin
Ovrocylumm indicum Bignoniaceaea Chrvsin
Passiflora incarmale Passifloraceie Vitexin
Porgarmia pirviata Fabaceae Pongaflavonol
Tephrosia purpuiread Fabaceae Purpurin

Tilia cordala lliaceae hyperoside
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1. Activité anti- oxydante
L’activité antioxydante des flavonoides est essentiellement li¢e a leur capacité a
piéger les especes réactives de I’oxygene comme les radicaux superoxyde,hydroxyle,
peroxyle , et alkoxyle La plupart des résultats proviennent d’études expérimentales de

radiolyse pulsée, [78,79]

Cette technique permet de générer et de suivre le devenir des formes radicalaires
de composes antioxydants comme les flavonoides. Elle est souvent combinée adiverses
techniques analytiques comme la spectroscopie d’absorption UV/visible afin de
déterminer les constantes de vitesse associées aux processus conduisant al’apparition et a

la capture des espaces radicalaires [80 ,81].

1.1.  Définition de stress oxydatif

La recherche de ceux deux derniere décennies a montré que de nombreuses

pathologies humaines sont causes ou favorisées par le stress oxydant [82].

Lorsque I'un des systémes protectifs de 1’organisme contre la toxicité des
radicaux libres (RL) montre un échec, ’action des radicaux libres devient incontrdlable,
ce qui conduit a des dommages au niveau des molécules, des cellules, des organes et

potentiellement a la mort de 1I’organisme [82].

La conséquence des effets nocifs des RL et des métabolites réactifs est dite stress
oxydatif. Ce terme est défini initialement comme états « un déséquilibre profond de la
balance entre le pro oxydants et les antioxydants en faveur des premiers » . Cette
définition ne signale aucun effet délétére d’un tel changement sur la fonction des tissus et
n’indique pas 1’origine de ce déséquilibre s’il est dii a une augmentation de la production
des oxydants ou a une diminution de la capacité réductrice des tissus [83].D’autres
chercheurs ont dit que le stress oxydant désigne un état caractérisé par uneaugmentation
de la génération ROS (ReactivOxygenSpecies) en ajoutant que ce terme estsynonyme du

dommage [84].

Selon les points de vue actuels, le stress oxydant peut étre défini comme étant un

déséquilibre entre la production et 1’¢limination des métabolitesréactifs de 1’oxygene et
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du nitrogeéne en faveur de leur production conduisant a des dommages potentiels et a des

dégats cellulaires irréversibles [84].

1.2.  Origine du stress oxydatif

Les RL sont produits par divers mécanismes physiologique car ils sont utiles
pour I'organisme a doses raisonnables. Cette production physiologique est parfaitement
maitrisée par des systemes de défense.Dans les circonstances normales, on dit que la
balance antioxydants / pro oxydants est enéquilibre.Si tel n’est pas le cas, que ce soit par
déficit en antioxydants ou par suite d’une sur production énorme de RL, un état de

« stress oxydant » est signalé [85].

1.3. Antioxydants d’origine alimentaire

1.3.1. Acide ascorbique : vitamine ¢

La vitamine C est antioxydant puissant (figurel0).Elle participe dans les
réactions avec la vitamine E et I’enzyme glutathion peroxydase pour neutraliser les
radicaux libres.La vitamine C agit principalement en piégeant directementles ROS
(majoritairement 102 — et le ONOO-) Elle est présente dans les 1égumes, les agrumeset

elle assure un role important dans la régénération de la vitamine E [85]

Figure 9 : Structure de 1’acide ascorbique [85].

1.3.2. Vitamine E

La vitamine E (figurell) prévient la peroxydation des lipides membranaire in

vivo, en captant les radicaux peroxydes. Elle est présente dans les huiles végétales ainsi
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que dans les 1égumes a feuilles vertes. Elle joue un réle préventif dans le développement

des cancers et retards le vieillissement [86].

Figure 10 : Structure de la vitamine E [86].

1.3.3p Caroténe
La B — caroténe (figurel2) qui, outre 1’activité pro- vitaminique A, possede la

capacité¢ de captes I’oxygene singlet. La recommandation officielle parle d'un apport
quotidien de 60 mg de vitamine C et 10 mg de vitamine E, mais il n’en existe pas pour le
B- caroténe. Toute fois ces quantités suffisent juste pour prévenir les phénomenes de
cancer. C’est la raison pour laquelle les spécialistes recommandent en général un apport

quotidien- nettement plus élevé :

150 a 300 mg de vitamine C 50 a 150 mg de vitamine E et 2 a 6 mg de  — carotene. Il est

présent dans les Iégumes verts, salades, carottes, abricot, melon, épinards et papaye [87].

Figurell : Structure de la B- caroténe [87].
1.4. Apports de la photothérapie dans le traitement du stress oxydatifs :
Il existe une grande quantité de substances vitaminiques (A ,B,C,E ) , minérales

(Zinc, Cuivre, Sélénium) et biochimique ( glutathion , 9 , acide phénols ) qui ont
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également un pouvoir antioxydant bien connu .Ces substances se retrouvent dans les
plantes ; le fait de les connaitre, nous permet d’affirmer que phytothérapie est bien sa
place dans la lutte contre le vieillissement provoque par le stress oxydatif.En association,
les substances antioxydants présentent des effets synergiques efficaces pour lutter contre

le stress oxydant et ses effets délétéres.

Afin de contres 1’action oxydante des radicaux libres, notre organisme possede
une armée d’antioxydants de nature protéique, enzymatiques et d’agents oxydables.Ceux
- ci agissent, non pas comme de petits soldats, mais comme des éboueurs qui

nettoientnotre corps des radicaux indésirables [88].

1.5. Sources des radicaux libres

1.5.1. Sources exogéne d’exposition aux radicaux libres

Parmi ces sources nous citons le rayonnement ¢électromagnétique ( radioactive ,
radiations ionisantes , lumicre ultraviolette : UVA et UVB) , les métaux toxiques , les
fumées de combustion ( de cigarette , de bois , de matériaux de construction oxyde de
Carbone ).Auxquels s’ajoutent certains produits chimiques comme les antiseptiques, les
médicaments (par exemplephena cétine et paracétamol),les pesticides, les solvants,

I’alcool [89].

1.5.2. Sources endogene de radicaux libres

Les radicaux libres peuvent se former dans notre corps, dans le cadre de certains
phénomeénes biologique .Les cellules immunitaires (globules blancs, macrophages) ont
besoins de radicaux libres pourdétruire certains organismes tels que les microbes et virus.
Ils sont donc bien bactérie virucides et luttent aussi contre les parasites
.Malheureusement, ces moyens de défense se retournent parfois contre notre corps, en

attaquantdirectement les tissus et provoquent des inflammations chroniques .

Chacune de nos cellules utilise quotidiennement mille milliards de molécules d’oxygenes
pour se procurer de I’énergie mais une petite partie (5%) échappe a la combustion pour
formes des radicaux libres.Donc, les phénomeénes oxydatifs, utiles et nécessairespour
I’homéostasie et la survie de notre organisme, provoquent invariablement des radicaux
libres qui occasionnent la sclérose et le vieillissement de cet organisme. Il semblerait
donc que la plus grande source de production de radicaux libres et donc de vieillissement

soit la source endogéne, donc le processus vital lui-méme [89].
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La premiére partie d’extraction des métabolites secondaires a été réalis¢ au
niveau de laboratoire biotechnologie végétale de la faculté des Sciences de la nature et
de vie de ’I’Université Saad Dahleb de Blida 1, elles ont été réalisé, pour 1’étude des
activités biologique(anti- oxydante- anti diabétique ) c’est au niveau de I’Ecole Nationale
Supérieure Vétérinaire (ENSV), pendant une durée de 5 mois ( mai 2021- septembre

2021).

L’objectif principal de cette étude est dévalué, in vitro, I’effet anti- oxydant

de I’extrait des flavonoides de la plante Zygophyllum album.

Pour atteindre ce but nous avons effectué¢ un premier test qui consiste a mesuré
le pouvoir réducteur de I’extrait flavonoidique de Zygophyllum album sur le DPPH .Le
second test consiste a évaluer I’effet de ce méme extrait sur 1’absorbation du glucose par
la levure Saccaromyces cervisiae .1’ensemble des tests sont réalisés in vitro en
respectant la réglementation Européenne des techniques alternatives a 1’expérimentation

animale.

1. Matériel

1.1Matériel biologique : Zygophyllum album
L’expérimentation a ¢été¢ réalisée sur le broyat (poudre) de la plante enticre

(partie aérienne + racines) de Zygophyllum album (Figurel4)

La récolte de la plante a été faite dans le sud algérien précisément dans la région

wilaya de Tamanrasset le mois de Mars 2021

L’identification de I’espece a été réalisée par Mr METTAIEnseignant au niveau

de la faculté des Sciences de la Nature et de Vie de Blida 1.
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Figurel2 : plante Zygophyllum album (Originale 2021).

1 Matériels non biologiques
Le Matériel utilisé au cours de I’expérimentation est résumedans les tableaux 10,

Ilet 12

Tableau8: Appareillage utilis¢ au cour de I’expérimentation

Appareillage

-Balance

-Agitateur magnétique

-Retavap (Evaporateur rotatitif)
-Spectrophotomeétres UV-visible (wpa)
-Pompe a vide

-Broyeur
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Tableau9 : Verrerie utilise au cour de I’expérimentation

Verrerie

e -Becher-Pince-Portoir

e Cuve pour spectrophotométre, Tube a essai

e Spatule, erlenmeyer, Entonnoirs

e Fiole, Eprouvette, Ampoule a décanté

Tableau 10: Réactifs chimiques utilise au cour de 1’expérimentation :

Réactifs chimiques

e M:¢éthanol

e DPPH-H (2.2 - diphényle
pierylhyrazine)

e Butanol

e Acétate d’éthyle
e Ether de pétrole
e FEther di éthylique

e Quércetine déshydrate

1

2 Meéthodes

2.1 Préparation de ’extrait (Extraction des flavonoides

2.1.1 Préparation de la poudre

La préparation de 1 poudre de Z. album se fait en trois étapes :

Le séchage, le broyage et le tamisage. Le séchage est réalisé dans un endroit aéré

a P’abri du soleil, pendant quatre semaines. Le broyage, qui vise a obtenir une poudre

fine, elle est réalisée al’aide d'un broyeur électrique.
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Enfin la poudre obtenue est conservée dans des flacons bien couverts pour
éviter ’effet du dégradant de la lumiéres, dans un endroit sec jusqu’au moment

d’utilisation.

Figure 13: préparation de la poudre végétale (broyat) de la plante Zygophyllum album.

3.1.2. Extraction par macération dans le méthanol

La macération (extraction solide — liquide) est une opération qui consiste a laisser
sé¢journer la matiere végétale (broyat) dans du méthanol pour extraire les principes actifs
(composées phénoliques et flavonoides). L’opération se fait selon le Protocole établi

Feknous et a/l(2013) comme suit :

e On pese 120 g de poudre végétale et la mélanger avec un volume de 400 ml de
méthanolMeOH (99.8 %), pendant 72h (3 jours).

e Puis on filtre le macérat sur un papier (Wathman) , et une deuxieme filtration avec
une pompe a vide

¢ Enfin on récupere le filtrat dans un flacon, qu’on conserve, a labri de la lumiére de

I’humidité au réfrigérateur.
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Figurel4 : les différentes étapes de la macération par méthanol (Original 2021)

35



2

> Materiel et méthode

3.1.3.

Evaporation

A I’aide d'un évaporateur rotatif (Rotavap), nous avons €éliminé le solvant sous vide

Figure 15: I’évaporateur rotatif (Original, 2021)

Utilisant le protocole établie par Benlabrech,( 2013) , résumé comme suit :

vV V V V V V V

YV V V V

-Peser le ballon d’évaporateur vide

-Placer le filtrat dans un ballon d’évaporation

-Procéder a I’évaporation jusqu’a disparition compléte du solvant

-Retirer le ballon de rotavap et attendre qu’il refroidisse

-Peser le ballon a fin de calculer le rendement d’extraction

-Recueillir I’extrait dans un volume d’eau distillé ticde

L’intérét de ’utilisation de 1’eau distille bouillante est pour assurer la récupération
des composés

Restés accrochés a la paroi du ballon d’évaporation et avoir un extrait aqueux.
-Filtrer I’extrait aqueux (résidu +eau) sur le papier de Wathman.

2-1-4 Détermination du rendement

Le Poids de I’extrait sec est déterminer par la différances entre le poids de ballon
plein ( apres évaporation) et le poids du ballon vide ( avant évaporation ).(Figure

16)
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Figurel6 : le poids de ballon avant évaporation et apres évaporation. (Originale 2021).
R(%) = (M/MO0) x100
(R%) = rendement exprimer en %
M : Masse en gramme de I’extrait sec résultant
MO : Masse en gramme du matériel végétal seéche

3.1.4. Extraction liquide- liquide

Une série d’extraction des solvants non miscibles a I’extrait aqueux, selon la

Protocol décrit (Rihan et Benlahrech, 2013) avec quelques modifications

3.1.5. Lavage a I’éther de pétrole(Lavagel)

Cette ¢étape consiste a additionné de 1/3 de volume d’éther de pétrole avec un
volume de la phase aqueuse, pour éliminer tous les composées non phénoliques(Les
caroténoides et les pigments chlorophylliens, les graisses). Bien agiter et laisser reposer
le mélange.Jusqu’a obtention de deux phases, une phase organique de (éther de pétrole )

et une phase aqueuse, Récupérer la phase aqueuse dans un ballon en verre.
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Figure 17: Extraction liquide-liquide en utilisant ’ampoule a décante (Original2021)

A la fin de cette manipulation, la solution aqueuse ainsi obtenue est placée dans
une ampoule a décanté. Ensuite elle est soumise a un processus de séparation liquide —
liquide avec des solvants de polarités croissante Ether di éthylique ((C2H5)20), Acétate
d’¢éthyle (EtOAc) et n- butanol ( NBuOH) successivement .

Ether di éthylique ((C2HS5)20) : permet a extraire les aglycones (composées simples

tels que les acides phénols et les flavonoides).

Acétate d’éthyle(EtOAc) :permet d’extraire le man glycoside et partiellement les di
glycoside.

N- butanol (nBuOH) : permet d’extraire le reste de di glycoside et le tri- glycoside.
Le mode opératoire de chacune des trois phases est le méme.

» 1l faut bien agiter le mélange et le laisser a reposer, jusqu'a 1I’obtention de deux
phases, une phase organique (éther di éthylique) et une phase aqueuse.

» On va évaporer la phase organique obtenue, par l’utilisation d'un évaporateur
rotatif, Enfin on recueille I’extrait dans 2 ml de méthanol pour la conservation.

» Cette manipulation a été effectuée selon le méme protocole précédant pour

I’acétate d’éthyle(EtOAc) et le n-butanol ( nBuOH).

3.2. Dosage quantitatif par spectrophotométrie

Dosage des flavonoides par la méthode au trichlorure d’aluminium (AICI3) :

38



> > Matériel et méthode

L’¢évaluation quantitative des flavonoides dans les différentes fractions (extrait
total, extrait d’acétate d’éthyle, extrait d’éther di éthylique et extrait de n- butanol) est
réalisée selon la méthode au trichlorure d’aluminium en suivant le Protocol deLamaison

et Carnat (1990).

» Un volume de 1 ml de solution méthanolique de 2% AICI3 a été¢ ajoute a 1 ml
d’échantillons a température ambiante pendant 15 minutes.

» L’absorbance du mélange et du blanc ¢ ¢été mesurée a 430 nm avec un
spectrophotométre UV-visible.

» Une courbe d’étalonnage de la quercetine a ¢été préparée dans les mémes
conditions.

» La concentration est exprimée en mg/ g d’équivalents de quercetine.

» Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune avec les flavonoides.

3.3.  Test de ’effet antioxydant de Z.album par la méthode de piégeage du radical
libre DPPH

Le Test DPPH® permet de mesurer le pouvoir anti radicalaire de molécules pures
d’extraits végétaux dans un systéme model (solvant organique, température ambiante). Il
mesure la capacité d'un antioxydant (AH, composes phénoliques généralement) a réduire
le radical chimique DPPH® (2,2 — diphényle -1- picrylhydrazyl) par transfert d'un
hydrogéne.

Le DPPH®, initialement violet, se transforme en DPPH-H,de couleur jaune pale.

e La réduction du DPPH ° est facilement mesurée par spectrophotométrie a 515 nm
(A max DPPH®).

e La réaction sera plus au moins rapide selon la nature de 1’antioxydant, et la

quantit¢ DPPH-H formée dépendra de la concentration en antioxydant.
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Figurel8: La Manipulation de I’activité¢ anti-oxydante (Originale 2021)

3.3.2. Mode opératoire

3.3.2.1. Préparation de la solution DPPH dans du méthanol
Dissoudre0.01 mg de DPPH — 250 ml de méthanol

3.3.2.2.  Préparation de la solution mére de notre échantillon

25 mg de notre échantillon — 25 ml de méthanol pour obtenir une concentration delmg/ ml

3.3.2.3.  Préparation des dilutions a partir de solution mére
A partir de la solution mére (Img/ml), on prépare des dilutions en utilisant le

facteur de dilution et les équations suivantes :

F= Facteur de dulition

Cm : Concentration mére

Cf : Concentration fille

Vm= Volume de la concentration mére

V1= Volume la concentration fille

> Materiel et méthode
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En connaissant la concentration mere qui est de 1 mg/ml, on détermine les facteurs de

dilution (équation 1).

En connaissant le facteur de dilution et en utilisant (I’équation 2), avec Vf= 4 ml, on

trouvera donc Vm

3.3.2.4. Préparation du mélange DPPH+ échantillon
On mélange dans une cuve 750yl de la solution de DPPH avec 2504l de notre échantillon

(acétate d’¢éthyle, éther di éthylique, N-butanol) avec les différentes concentrations 750 pl
de DPPH avec 250 pul de concentration 1 mg/ ml dans une cuve ainsi de suite jusqu’a la

derniére concentration de la dilution.

eLes cuves sont mises a I’obscurité et soumises a une température ambiante.

e La lecture est effectuée par la mesure de I’absorbance a 517 nm par

spectrophotométre.

e Pour chaque dilution, on prépare un blanc.
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Résultats de 1’extraction de flavonoides Zygophyllum album L

Les rendements d’extraction des flavonoides totaux ainsi que les flavonoides

caractéristiques de chaque phase sont reportés dans le (Tableau14) :

Tableaull : Rendement d’extraction des flavonoides suivant le solvant et le type des

flavonoides extraits.

Procédure d’extraction Rendement de Type de flavonoide
I’extraction

Macération au méthanol 12,66 % Flavonoides totaux

Ether di éthylique 3.5% Les flavoneslipophyles ;

les acides phénols.

Acétate d’éthyle 0,747 % Les aglyennes , mono
glycosides
N- butanol 0,04 % di- glycoside, le tri-

glycoside ; C- glycosides.

Rendement de I’extrait des flavonoides aprés macération
R% = (M/MO0) x 100

Le poids de I’extrait sec : 192,7- 177,5=15,2

Le poids de ballon vide : 177,5 g

Le poids de ballon remplie : 192,7g

R(%) = (15,2/120) = 0,12 x100

R(%) =12,66%

YV V.V V Vv Vv =

L’extraction de la poudre végétale de ZA avec la méthode de macération par méthanol

montre que le rendement en flavonoides dans notre plante est de 12,66 %.

Ce taux est nettement inférieur a celui trouvé par Zeghoudi (2018) qui est de 19,08 % et

celui de Benhamou (2012) qui est de 14,30%.

Cette différence peut étre due a I’ origine de la plante ou le protocole d’extraction utilisé.
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Notre plante est originaire de la wilaya de Tamanrasset, celle utilise par Zeghoudi
(2018) est originaire de Ouargla alors que celle utilise par Ben hamou (2012) est

originaire de Adrar.

L’extrait des flavonoides ainsi obtenu aprés macération a été soumis a une extraction

liquide —liquide pour extraire chaque type de flavonoides séparément.

2.Rendement des extraits des flavonoides aprés extraction liquide-liquide.

L’extraction des flavonoides par la méthode de I’affrontement par des solvants
organiques : Ether di éthylique, Acétate d’éthyle, et le n-butanol montre que 1’extrait
d’Ether d’¢thylique présente un rendement égale a 3,5 %, suivi de D’extrait d’acétate
d’éthyle a 0,747 %.Le rendement le plus faibleest celui de I’extrait n-butanol qui est

0,04%.

Belguidoum (2012) affiche que les extraits d’acétate d’¢thyle et de n-butanol de
Zygophyllum album et de Zygophyllum cornutumprésantentdes rendements faibles
comme nos résultats, soit de 0.1539 % pour I’acétate d’¢thyle et de 5,4452 % pour n-

butanol (Z. cornutum).

Nos résultats s’averent faibles par rapport a ceux obtenus par Youcef El rahmani
(2019) Sur Zygophyllum album .Soit de 6,41 %, 14,818 % et 16 ,2 % respectivement pour
I’Ether di éthylique, acétate d’éthyle et n-butanol.

Les rendements obtenus sont exprimés par rapport a la masse végétale utilisée au départ.

Notre poudre végétale m : 120g, poudre végétale de Youcef El rahmani (2019) m : 400g

De méme, le rendement dépend de plusieurs parameétres, Le solvant, le PH, temps

d’extraction et la composition d’échantillon Lehout et Laib (2015).

Les différentes phases obtenues apres extractions présentent différentes couleurs (vert :
¢ther di éthylique, jaune claire: acétate d’éthyle et jaune foncé: n-butanol )

Caractéristique de chaque type de flavonoides .

2. Résultats du dosage quantitatif par spectrophotométrie

La détermination des concentrations des flavonoides se fait a partir de la courbe

d’étalonnage établie avec la quercitine .

43



2

> Résultat et discussion

Cette évaluation quantitative montre une corrélation positive entre la variation des

flavonoides et 1’absorbance avec un coefficient de corrélation R : 0.9997
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Figurel9 : Courbe d’¢étalonnage par la quercetine.

Les teneurs en flavonoides sont exprimées en mg EQ de quercetine / g d’extrait

de maticre végétale. Cette teneurs est variable selon la phase extraire (Tableaul5)

Tableaul2 : Teneurs des flavonoides dans chaque extrait en mg eq de quercetine par g

d’extrait

L’extrait Absorbance Dosage en Dosage en g
moyenne mg/ml /ml

Butanol 0.07 0.001 1.44

Acétate d’éthyle 0.929 0.024 23.89

Ether di 0.177 0.004 4.24

éthylique

L’extrait d’acétate d’¢thyle contient une teneur élevée en flavonoides , En

deuxiéme lieu se place la teneur de ’extrait d’éther di éthylique, et la teneur la plus faible

parmi les trois solvants est celle de n-butanol.(1.44 yg/ml , 4.24 yy/ml)
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Nos résultats sont on contradiction avec ceux annoncer par Belguidoum
(2012).Dans le sens ouce dernier a afficher que la teneur en flavonoides (extrait d’acétate

d’éthyle et n-butanolique )

chez Zygophyllum album est respectivement de 1.945 mg EQ/g , 0.805 mg
EQ/g . Alors qu’elle est de 5,85 mg EQ/g et de 0, 74 mgEQ/g chez Z cornutum.

L’extrait d’acétate d’¢éthyle de notre plante contient une teneur importante en
flavonoide par apport aux deux derniers extraits (Ether di hylique et n-butanolique).
Globalement notre extrait de Z album est trés riche en flavonoides en comparaison avec
I’extrait de Z albumYoucef El rahmani (2019) car la quantit¢ de la maticre végétale
utilisée dans notre étude est de  120g et celle de Youcef El rahmani( 2019) est de 400g,
si on compare le rendement aprés macération des deux extraits par rapport a la masse
utilisée (matiere végétale) en confirme que le notre est plus élevée voir ’explication

suivante :

4. Rendement aprés macération

Youcef El rahmani (2019) 400g de matiere végétale (Z album) —  26%

(Notre plante) 120 g  de maticre végétale (Z album) — 12,6 %
Si on utilise 400g de matiere végétale (Z album) — 40 %
5. Résultats de ’activité antioxydante

Pour calculer le taux d’inhibition des radicaux libres en pourcentage (1%)

utilisant la formule suivante :

1% = 100- [(Abs test — Abs blanc) 100 / Abs control]
Soit : % I = Taux d’inhibition
Abs control = Absorbance a la longueur d’onde de 517 nm de la solution DPPH.

Abs blanc = Absorbance a la longueur d’onde de 517 nm de la solution méthanol.

YV V V VYV VY

Abs test= Absorbance a 517 nm de ’échantillon / standard.

5.1.  Calcul de la concentration inhibitrice de 50 % (IC50)

L’IC 50 est la concentration de 1’échantillon test ou standard qui inhibe 50% des

radicaux libres.

> Résultat et discussion

45



> Résultat et discussion

Y=50 Y=aX+tb X=(50-b)Donc  X=IC5

La présente ¢étude est consacrée a la recherche d'un éventuel effet antioxydant de I’extrait

de flavonoides (Z album).

Pour I’extrait n-butanolique il n’ya eu aucun changement de couleur méme apres
plusieurs essaies de concentration différentes, qui exprime I’absence d’activité

antioxydante notable.

5.2.  Extrait acétate d’éthyle

Les résultats relatifs aux pourcentages d’inhibition et I'IC50 de 1’extrait Acétate d’éthyle

sont présentes dans le (Tableaul6) :

Tableaul3 : Tableau exprime les résultats de I’activité antioxydante de 1’acétate

d’éthyle.

Dilutions des Moyennes des % inhibition IC50 en
concentrations en absorbances mg/ml
mg/ml
1 0,076 74,73
0,8 0,197 60,29
0,6 0,337 43,59 0,66
0,4 0,453 29,74
0,2 0,533 20,20
0,1 0,562 16,74

5.3. Calcule de ’IC 50 de acétate d’éthyle

A partir de la droite de régression nous avons calculé I’IC 50 de ’acétate

(Tableaul3). Nous avons obtenu : IC50 de I’acétate d’éthyle= 0,66 mg / ml
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5.4. Calcule de ’IC 50 d’éther di éthylique

A partir de la droite de régression nous avons calculé I’IC50 d’éther di éthylique

Nous avons obtenu :

L’IC 50 d’éther di éthylique = 0,51mg/ml d’éther di éthylique

> Résultat et discussion

Tableaul4 : Tableau exprime les résultats de ’activité antioxydante d’éther di éthylique.

Dilutions des Moyennes des % inhibition IC 50 en mg/ml
Concentration en Des absorbances
mg/ml
1 0,061 76,52
0,8 0,099 71,99
0,6 0,199 60,05 0,51
0,4 0,323 45,26
0,2 0, 443 30, 94
0,1 0,54 19,36
Le tableau démontre que IC50 des extraits des

flavonoides(Tableauls)

Tableaul5 :Tableau exprime les trois IC50 (Acétate d’éthyle, Ether di éthylique, Extrait

aqueux Belaribi (2019).
Extrait IC 50 exprimée (mg/ml)
Acétate d’¢thyle 0,66
Ether di éthylique 0,51
Extrait aqueux Belaribi (2019) 5,511
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> Résultat et discussion

Pour I’extrait d’acétate d’éthyle en observent une valeur d’IC50 de (0,66
mg/ml) avec une forte activité anti-oxydante de ce dernier qui arrive a
(74,73%d’inhibition).Pour I’extrait d’éther di éthylique en observent une valeur d CI 50
(0,51 mg/ml) avec une activité antioxydante trés €levée de ce dernier qui arrive a

(76,52% d’inhibition).
IC50 (éther di éthylique) IC50 (Acétate d’éthyle)
0,51 < 0,66

Donc D’extrait éther di éthylique suggere une forte activité antioxydante en

comparaison avec le résultat d’antioxydante de I’extrait acétate d’éthyle.

Dans I’étude de Belaribi( 2019) , il a été rapporté que malgré la valeur éléve de
I’ IC50 de I’extrait aqueux de Z.Album ( 5,511 mg/ml) , I’activité antioxydante reste

faible , ce qui suggere une probablemauvaise miscibilité.

Dans I’¢tude de Marouane et al en 2014, il a été rapporte que malgré le
pouvoir antioxydant de D’extrait aqueux de Z.album est le plus faible a celui des
antioxydants synthétiques, il reste trés avantageuse par sa capacité de continuer a picge
les radicaux libres. Ce potentiel antioxydant confére a 1’extrait aqueux Z.album un grand
intérét dans la prévention contre le vieillissement et le diabéte et pour les maladies

cardiovasculaires (113).

De plus, dans une autre étude de Bozin etal en 2008, il a été rapporté qu’une
activité anti radicalaire exprime la capacité¢ de réduction des radicaux libres. Le radical
DPPH est I’'un des substrats les plus utilisées pour 1’évaluation rapide et directe de
’activité antioxydant en raison de sa stabilité en forme radicalaire libre et la simplicité de

I’analyse (144).
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> > Conclusion

Conclusion
Zygophyllum album demeure une plante trés importante, a cause des
composées biochimiques variées d’intérét et sa capacité de réduire le stress avec sont

pouvoir antioxydant.

D’aprées I’étude des différents extraits de la plante Zygophyllum album (aqueux,

flavonoides) on confirme que 'utilisation de cette riche plante est multiple.

Les différentes méthodes de 1’extraction sert a extraire juste les composées

veulent étudier, ces méthodes nous facilite a analysées des composées spécifiques.

Les flavonoides ont un pouvoir important a ¢liminer les radicaux libres, donc

c’est un antistress trés efficace pour le corps humain.

La thérapie a base de plante ou la phyto thérapie c’est une discipline précieuse,
naturelle sert a trouvées des solutions pour des maladies de si¢cles comme le diabétes, le
stress, le cancer et beaucoup d’autres problémes de santé, loin de médicaments a base

chimique pleine d’effet secondaire.

La prévention et la guérison des maladies a 1’aide de composes phytochimique,
en particulier les flavonoides, sont bien connues, Les fruits et légumes sont des sources

naturelles de flavonoides

La variété¢ de flavonoides que I’on trouve dans la nature possede ses propres
propriétés physiques, chimique et physiologiques.La relation structure —fonction des

flavonoides est la quintessence des principales activités biologique.

L’efficacit¢  médicinale de nombreux flavonoides comme agents
antibactériennes, hépatoprotecteus, anti-inflammatoires, anticancéreux et antiviraux est

bien établie.

Ces substances sont plus couramment utilisées dans les pays en développement.
L’utilisation thérapeutique de nouveaux composes doit étre validée a [’aide de tests
biochimiques spécifiques. Grace a I’utilisation de modifications génétiques, il est désormais
possible de produire des flavonoides a grande échelle .D’autres réalisations fourniront de
nouvelles informations et meéneront certainement a wune nouvelle eére d’agents
pharmaceutiques a base de flavonoides pour le traitement de nombreuses maladies

infectieuses et dégénératives.
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