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Résumeé

Les especes oxygénées reactives oxydent lentement nos molécules biologiques.
Heureusement, il existe un systtme de défense, le systeme antioxydatif. Ce réseau
d'antioxydants, enzymatiques ou non, permet a notre corps de se défendre contre les
substances réactives oxygénées. Dans ce contexte, nous avons tenté d’évaluer 1’activité
antioxydante des différents extraits préparés a partir des feuilles de Zizyphus lotus qui est un
arbrisseau fruitier connu dans I’Algérie sous le nom vernaculaire sedra .c’est une plante
utilisée en médecine populaire ,pour soigner le tube digestif , le foie et les affections
respiratoires. Les extraits de cette plante ont été obtenus par infusion et macération dans deux
solvants polaires : I’eau et le méthanol. Les rendements respectifs sont : 12.72% et 12.64%.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux en adoptant la méthode de Folin-
Ciocalteu révéle la présence des quantités importantes et similaires de polyphénols dans les
deux extraits méthanolique et aqueux (19.74 £ 0,047 ug EAG / mg EME ; 19.49 + 0.011ug
EAG / mg EAQ). De méme, le dosage des flavonoides par la méthode d’AlCl; montre que
cette plante contient une quantité raisonnable de flavonoides pour les deux extraits (6.48+
0.010 ug EQ / mg EME ; 6.44 £ 0.0042 ug EQ / mg EAQ).

L’¢étude de I’activité anti radicalaire vis-a-vis du radical DPPH a révélé une grande
activité antioxydante de 1’extrait méthanolique (ICsp= 0.51 + 0.012 mg/ml) en comparaison
avec I’extrait aqueux (ICsp=0.96 £ 0.083 mg/ml).

Le pouvoir réducteur des deux extraits méthanolique et aqueux de Zizyphus lotus a
été évalué par la méthode FRAP, les résultats obtenus montrent que 1’extrait methanolique
possede un pouvoir réducteur important (ICso = 0.044 + 0.012 mg/ml) par rapport a I’extrait
aqueux (ICsp= 1.074 + 0.076 mg/ml), mais aussi inférieur a celui des standards; 1’Acide
gallique (ICso=4.94 £0.07 mg/ml) et I’ Acide ascorbique (ICsy = 4.208 £0.011 mg /ml).

Mots clés : Zizyphus lotus, activité antioxydante, composés Phénoliques, flavonoides, FRAP,
DPPH.



Abstract

Reactive oxygen species slowly oxidize our biological molecules. Fortunately, there is
a defense system, the anti-oxidative system. This network of antioxidants, enzymatic or not,
allows our body to defend against reactive oxygenated substances. In this context, we tried to
evaluate the antioxidant activity of the different extracts prepared from the leaves of Zizyphus
lotus which is a fruit shrub known in Algeria under the vernacular name sedra. It is a plant
used in folk medicine to treat the digestive tract, liver and respiratory diseases. The extracts of
this plant were obtained by infusion and maceration in two polar solvents: water and
methanol. The respective yields are: 12.72% and 12.64%.

Quantitative analysis of total polyphenols using the Folin-Ciocalteu method reveals
the presence of important and similar amounts of polyphenols in both methanolic and
aqueous extracts (19.74 + 0.047 ug EAG / mg EME; 19.49 £ 0.011ug EAG / mg E AQ).
Similarly, the quantification of flavonoid assay by AICl; method shows that this plant
contains a reasonable amount of flavonoids for both extracts (6.48 £ 0.010 ug EQ / mg EME,
6.44 + 0.0042 ug EQ / mg EAQ).

The study of radical scavenging activity toward DPPH radical revealed a high
antioxidant activity of methanolic extract (ICso = 0.51 £ 0.01 mg / ml) in comparison with the

aqueous extract (ICso = 0.96 £ 0.08 mg / ml).

The reducing power of the methanolic and aqueous extracts of Zizyphus lotus was
evaluated by the FRAP method, the obtained results show that the methanolic extract has a
important reducing power (ICsq = 0.044 + 0.012 mg / ml) in comparison to aqueous extract (
ICso = 1.074 £ 0.076 mg / ml), but also lower than standard ; gallic acid (ICsy = 4.94 + 0.07
mg / ml) and ascorbic acid (ICsp=4.208 £ 0.011 mg / ml).

Key words: Zizyphus lotus, antioxidant activity, Phenolic compounds, flavonoids, FRAP,
DPPH.
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Introduction générale

Durant ces derni¢res années une recrudescence d’intérét est a remarquer concernant
les effets biologiques des antioxydants naturels inclus dans la lutte contre le stress oxydatif
généré par les especes réactives de 1’oxygene (ERO). Celles-ci sont impliquées dans le
vieillissement et dans le déclenchement et la progression de plusieurs maladies telles que le
cancer, I’athérosclérose, les accidents cardiovasculaires, 1’ostéoporose, les maladies

inflammatoires et les maladies neurodégénératives ...etc (Kebbab, 2014).

Pour échapper aux conseéquences du stress oxydant, il est nécessaire de rétablir
I’équilibre oxydant / antioxydant afin de préserver les performances physiologiques de
I’organisme. Les antioxydants font actuellement 1’objet de nombreuses études car, en plus
d’un intérét dans la conservation des denrées comestibles, ils pourraient s’avérer utiles dans la

prophylaxie et le traitement des maladies dans lesquels le stress oxydant est incriminé.

Les risques et les effets néfastes des antioxydants synthétiques utilisés comme additifs
alimentaires ont été questionnés au cours des dernieres années et la nécessité de les substituer
par des antioxydants naturels, issus de plantes médicinales, est apparente. Les plantes
médicinales constituent une source inépuisable de substances ayant des activités biologiques

et pharmacologiques trés variées.

Zizyphus lotus est une plante arbustive appartenant a la famille des rhamnacées. ses
feuilles sont largement utilisées dans la médecine traditionnelle, afin de soigner les diarrhées,
les douleurs rhumatismales , les irritations de gorge et broncho-pulmonaire (Bonnet , 2001 ;
De la Pradilla, 1979).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est
d’étudier I’activité antioxydante des deux extraits methanolique et aqueux des feuilles de

Zizyphus lotus. Pour cela nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

» Analyse quantitative du contenu en polyphénols et flavonoides
» Etude de Dactivité antioxydante, en utilisant deux méthodes [méthode au 2,2'-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) et méthode de Réduction de fer (FRAP)].

:
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1. Les espéces oxygénées réactives (EOR)

L’appellation especes oxygénées réactives (EOR) inclut les radicaux libres de
I’oxygeéne (radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote, etc...) mais aussi
certains dérivés réactifs non radicalaires dont la toxicité est plus importante tels que le

peroxyde d’hydrogeéne et le peroxynitrite (Tableaul) (Phaniendra et al ., 2015).

Tableau I. les espéces radicalaires et non radicalaires (Migdal, 2011 ).

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires
Radical hydroxyle OH Peroxynitrite ONOO"
Radical alkoxyle RO HypochlorureCIO
Hydroperoxyle HOO Hydroperoxyde L (R) OOH
Radical Peroxyle ROOr Oxygenesingulet O%

Radical oxyde nitrique NO* Peroxyde d’hydrogene H,0,
Anion Superoxyde O,”

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié
(célibataire), ce qui le rend extrémement réactif et instable. Ils réagissent rapidement avec
d’autres composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une
réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en
lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre
(Phaniendra et al., 2015).

1.1. Sources des especes oxygenees reactives

Les EOR sont générés a partir de sources endogenes ou exogeénes (Figurel). Les
radicaux libres endogénes sont des produits de la chaine respiratoire mitochondriale,
I'inflammation, I'exercice excessif, I’ischémie, l'infection, le cancer et le vieillissement. Les
EOR exogenes sont le résultat de la pollution de l'air et de I'eau, la fumée de cigarette,
I'alcool, des métaux de transition, de certains médicaments, des solvants industriels et les

radiations (Figurel) (Hrycay et al., 2015) .
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Figurel.Les principales sources de radicaux libres (Afonso et al.,2007).

1.2. Le stress oxydant

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre les systemes de défense antioxydants
et la production des radicaux libres (figure 2). Ce déséquilibre peut étre di a un déficit
nutritionnel en antioxydants, a une  surproduction endogéne ou a une exposition

environnementale a des facteurs pro-oxydants (Collard, 2014 ; Zerargui, 2015).

Ce désequilibre endommage des macromolécules (ADN, Protéines, lipides et
glucides) des cellules, des tissus, des organes et I'organisme dans I'ensemble. Une fois qu'il y
a des dégats a ces macromolécules, leurs fonctions essentielles dans le métabolisme cellulaire

sont changées aboutissant a la manifestation de beaucoup de maladies (Kumar et al., 2017).
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LE STRESS OXYDANT

=

2 L

Figure 2. Déséquilibre de la balance entre antioxydants et espéces oxygénées actives
(Reuter et al., 2010).

1.3. Les systemes de défense antioxydants
Les antioxydants sont des substances qui peuvent protéger les cellules des dégats
causeés par des radicaux libres. Les antioxydants interagissent et stabilisent les radicaux libres
(Lone et al., 2013 ; Shinde et al.,2012).
il existe deux types d’antioxydants : les antioxydants endogénes (enzymatiques)
naturellement fabriqués par notre organisme et les antioxydants exogenes (non enzymatiques)
d’origine alimentaire (Haleng et al., 2007 ; Eboh, 2014 ; Pieme et al.,2017).

1.3.1. Les antioxydants endogénes

Sont considérés comme la premiéere ligne de défense de notre organisme contre les
especes réactives de I’oxygene. Ce systeme est constitué des enzymes telles que le super
oxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydases/réductases et le systéme
thioredoxine. Parfois ces enzymes nécessitent la présence des oligoéléments tel que le
sélénium, le fer, le cuivre, le zinc, et le manganése pour pouvoir exercer leur activité

enzymatique (Lone et al., 2013).

1.3.2. Les antioxydants exogenes
Contrairement aux enzymes antioxydantes, les antioxydants exogénes sont des
molécules issues de notre alimentation tel que: vitamines (E, C), le P-caroténe, les

flavonoides et les composés phénoliques...etc (Kohen et Nyska., 2002 ; Dacosta , 2003).
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2. Les polyphénols

Les polyphénols sont des produits du metabolisme secondaire des vegétaux,
caractérisés par la présence d’au moins, un noyau benzénique (Figure3), auquel est
directement, lié au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé avec des glucides dans
une autre fonction tels que : éther, ester, hétéroside (Bessi, 2017). Ils sont impliqués dans de
nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogénése, la
germination des graines et la maturation des fruits. Plus de 9000 composés phénoliques
naturels sont identifiés. Les polyphénols sont communément subdivisé en deux grands
groupes : Les non flavonoides dont les principaux composés sont : les acides phénoliques, les

stilbenes, les lignanes et les flavonoides (Boizot et Charpentier., 2006, Hu et al.,2017).

Groupe hydroxyle »OH

Anneau
aromatique .

Groupe phénol

Figure 3 .Squelette de base des composes phénoliques (Manallah , 2012).

2.1. Les flavonoides

Les flavonoides représentent une trés large gamme des composés phénoliques
généralement présents dans le regne végétal (Seleem et al., 2017). lls forment les pigments
responsables de la coloration des fruits, des fleurs et parfois des feuilles. A 1’état naturel, les
flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme hétérosides : les flavonosides (Cirmi et al.,
2016). On les trouve, d'une maniére tres générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils
peuvent étre localisés dans divers organe : racine, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (Moulay,
2012) .

Les flavonoides ont un squelette de base commun constitué de 15 atomes de carbone
assemblés en trois cycles nommés A, C et B (figure 4). Selon la structure du cycle
intermédiaire (cycle C), les flavonoides se répartissent en plusieurs classes dont les mieux
caractérisés sont les flavones, isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols et

anthocyanidines.
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3. La plante Zizyphus lotus .L

3.1. Généralités

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

En 1784, des fontaines découvraient le jujubier aux abords du désert en Tunisie, et
il a ét¢ nommé par Linné Rhamnus lotus (Chevalier,1939), par contre d’aprés Bonnet
(2001) le mot « Zizy-phus » vient du grec « Zizyphos » mais le mot n’apparait qu’au
deuxieme siecle, et qui vient du nom arabe « Zizouf ».

Le jujubier est la génération la plus importante de la famille des Rhamnacées, c’est
un petit arbre buissonnant appelé communément ‘Sedra’ (El Hachimi et al., 2015). Cette
famille comprend environ 170 espéces distribuées dans la plupart des régions du monde
(Akhter et al., 2013).

3.2. Classification de Zizyphus lotus
Tableau Il. Classification de Zizyphus lotus (Quezel et Santa.,1963).

Régne Veégetal Ordre Celastrales
Embranchement Spermatophytes Famille Rhamnaceae
Sous-embranchement Angiospermes Genre Zizyphus
Classe Dicotylédones Espéce Zizyphus lotus

3.3. Description botanique
Zizyphus Lotus est un arbrisseau épineux de quatre ou cing pieds de hauteur (Figure
5). Il possede un port trés particulier dii a ces rameaux de 2 sortes, les un gréles et effilés,
les autres tortueux et en Zig Zag, garnis a leurs insertions de deux aiguilles droites presque
égales.
> Les Feuilles sont alternes, petites de 1 a 2cm de longueur et de 7mm de largeur
(Bayerandet Butter., 2000), ovales, obtuses, légerement dentées, a trois nervures, glabres,
portées sur de courts pétioles.
> Les Fleurs petites, d'un blanc pale, solitaires ou glomérées, a un ovaire supére
bisexuel et fleurissent en juin (Baba,1999). Situées aux aisselles des feuilles. Pédoncule court
et uniflore. Calice a cinqg divisions peu profondes, ouvertes et alternes avec les pétales, qui

sont au nombre de cing. Deux styles courts et rapprochés.
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> Les Fruit sont d'abord vert, ensuite rouge, de forme sphérique, de la grosseur d'une
prune sauvage, noyau petit, osseux, arrondi et a deux loges.

Figure 5.Aspect morphologique de Zizyphus lotus

http://en.m.wikipidia.org.zizyphus

3.4.Utilisation traditionnelle

Le Zizyphus lotus L est une plante courante dans la médecine traditionnelle. Sa
racine est utilisée en décoction pour traiter les maladies de tube digestif et du foie. Le fruit
est surtout employé dans les traitements de la gorge et les affections respiratoires. Cette
plante posséde d’autres propriétés, tel que : sa valeur tonique, émolliente et sédative. Ses
feuilles sont utilisées aussi contre les piqures des vipéres au Sahara (Kherraze et al .,
2010).
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3.5. Composition phytochimiques de Zizyphus lotus

Le Zizyphus lotus comme une plante médicinale synthétise de nombreux
métabolites primaire et secondaires tels que les polyphénols (flavonoides, tanins), les

saponosides (Tableau I11) (Borgi et Chouchane ., 2009).

Tableau I11. Composition des différents organes du Zizyphus lotus (Borgi et al., 2007).

Organe vegétale Composés majeurs
Fruits Polyphénols, Flavonoides et Tanins
Feuilles Glucides (monosaccharides)

Saponines, Flavonoides, Polyphénols, Rutine

Graines Lipides, Protéines, Glucides

Sucre soluble, Polyphénols

Ecorces des racines Polyphénols, Saponines

Pro anthocyanidine, Flavonoides

Pulpes Sucre soluble, Minéraux, Protéines

Tanins, Polyphénols, Flavonoides

3.6. Activités biologiques de Zizyphus lotus

La richesse de cette plante en composés phénoliques est a 1’origine de plusieurs

activités biologiques.

3.6.1. Activité antimicrobienne et antifongique

Des études in vitro ont clarifié les effets des extraits du Z. lotus (L) sur la
croissance de plusieurs especes de bactéries et de champignons, ils ont démontré que les
extraits des fruits, dans des solvants éthériques et méthanoliques, présentaient les effets les
plus bactéricides (Rsaissi et al., 2013 ; Ghazghazi et al., 2014).

-
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3.6.2. Activité gastroprotectrice

Dans de nombreuses études in vivo, les effets protecteurs des extraits aqueux du
Z. lotus (L) (écorces des racines, feuilles et fruits) administrés par voie orale ont été
observés dans les Iésions de plusieurs modeles ulcérogénes chez le rat Wistar (Wahida et
al., 2007 ; Bakhtaoui et al., 2014). Ces rapports suggerent que les extraits de cette plante
agissent comme agents antiulcéreux en réduisant l'acidité gastrique (Abdoul-Azize,
2013).
3.6.3. Activité analgésique et antispasmodique

Des études in vivo réalisés sur le duodénum du rat isolé, montrent que l'extrait
aqueux des feuilles du Z. lotus (L) et des ecorces des racines exerce des activités
antispasmodiques en modulant la signalisation Ca®* via des récepteurs cholinergiques
(Borgi et al., 2007).
3.6.4. Activites anti-inflammatoire

Les flavonoides et les saponines de 1’écorce des racines du Zizyphus lotus ont
montré une activité anti-inflammatoire significative (Borgi et Chouchane., 2006)

Le Zizyphus lotus inhibe la production de monoxyde d’azote (NO), cette activité
apparait potentiellement avec 1’extrait methanolique de 1’écorce des racines qui est la
source possible de I’agent anti-inflammatoire dans la réaction de 1’hypersensibilité

retardée induite par oxazolone (Borgi et al., 2008).

3.6.5. Activité antioxydante

Zizyphus lotus (L) est riche en composes antioxydants tels que les acides
phénoliques et les flavonoides, ces composants préviennent le stress oxydatif (Mothana,
2011). Les recherches réalisées par Benammar et ses collegues (2014) confirment la
richesse de la plante en polyphénols et en flavonoides, qui présentent des propriétés
antioxydants in vitro. D’autres travaux mentionnent que l'acide oléique des fruits du
jujubier est responsable des propriétés antioxydantes (Ochoa et al., 2002).

D’autre part, une étude réalis€é par Benammar et al (2014), dans ’objet de
déterminer les effets antidiabétiques et antioxydants des extraits des feuilles de Zizyphus
lotus chez des rats wistar diabétique révele un effet hypoglycémiant qui est associes a une

augmentation du statu antioxydant.
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1. Matériels biologiques

1.1. Le matériel végétal

Les feuilles de Zizyphus lotus sont achetées d’un botaniste de wilaya de Bordj Bou

Arreridj qui va serviraa la préparation de I’extrait aqueux et méthanolique.

Figure 6.Les feuilles seches et la poudre de Zizyphus lotus

1.2. Produits et réactifs chimiques

Les produits et les matériels utilises sont citez dans le tableau suivant :

Tableau IV. Les produits chimiques et les réactifs utilisés

Produit Propriétés
Méthanol(CH3;OH) M=32.04g/mol,99%
TCA ou acide trichloracétique(C,HCI30,) M=163.39
Potassium ferricyannateK;Fe(CN)6 M=329g/mol

Acide gallique (C7H¢Os)

Carbonate de sodium(Na,CO3)

Chlorure ferrique (FeCls

Chlorure d’aluminium(AICl3)

Acide ascorbique

DPPH

Quercetine

Phosphate de potassium monobasique (KH2PO43 H,0 )
Phosphate de potassium dibasique ( K;HPOy,)

Folin ciocalteu

M=170.12g/mol
M=105.99g/mol
M=162.21g/mol
M=241.43g/mol
M=152g/mol
M=394.3g/mol
M=302g/mol
M=136.086g/mol
M=174.2g/mol
M=78.13g/mol
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2. Méthodes

2.1. Préparation des extraits de Zizyphus lotus
2.1.1. Extrait aqueux (EAQ)

L'extrait aqueux de la plante est préparé a partir de 25 g de poudre des feuilles de
Zizyphus lotus décoctieé dans 250 ml d'eau distillée préalablement chauffée a 140°C (figure
7). Ce mélange est agité pendant 2 heures sur un agitateur magnétique. Apres une période de
décantation durant quelques heures, le surnageant est filtrée sur du coton hydrophile puis sur
papier Wattman (3mm). La solution est évaporée a 50°C a l'aide d'un Rotavapeur (figure8), le
volume de filtrat généré est divisé dans les boites de pétri pour I’étape de séchage dans 1’étuve

(45°C). L'extrait sec obtenu est conservé au congélateur jusqu'a son utilisation.

Figure 8. Evaporation du solvant au Rotavapeur

E
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2.1.2. Extrait méthanolique (EME)

La poudre (25 g) des feuilles de Zizyphus lotus est mise a macérer dans 250 ml de
méthanol. Le macérat est ensuite filtré par une filtration sous vide, le méthanol est éliminé du
filtrat par évaporation sous pression réduite dans un rotavapeur 45°C. L’extrait sec est

récupéré par grattage puis conservé au congélateur jusqu’a son utilisation.

2.1.3. Calcul du rendement

Le rendement d’extraction est calculé par la formule suivante

|

1

. 1

Ou: mmmmmmmmmmmmmmmmm—m-oooes
R : est le rendement

Mex: : est la masse (g) de I’extrait apres évaporation du solvant.

Mech : la masse séche(g) de 1’échantillon végétal.

2.2. Analyse quantitative des extraits methanolique et aqueux

2.2.1. Dosage des polyphénols totaux
2.2.1.1.Principe

Le dosage des polyphénols totaux est effectué selon la méthode du réactif de Folin-
Ciocalteu (FCR), largement répandue pour caractériser les extraits végétaux d’origine diverse.
Ce réactif est constitué d'un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3sPMO;,040) dans lesquels le tungsténe et le molybdene sont a 1’état
oxydé. Mais en présence d’un réducteur (dans ce cas le cycle phénolique), le bleu de tungstén
et le bleu de molybdéne sont formés (Agbor et al., 2014). Ces complexes absorbent fortement
a 765 nm et dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans

I’échantillon (Georgé et al.,2005).

Figure 9.Changement de couleur due & une réduction du molybdate d’ammonium(Jaune) par
le noyau phénol (Bleu) (Agbor et al., 2014).

0
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2.2.1.2.Mode opératoire

200 pl d’extrait végétal aqueux ou méthanolique (2.5mg/ml) sont mélangé avec 1ml de
réactif de Folin Ciocalteu dilué 10 fois dans de I’cau distillée. Aprés 4min, 800ul de carbonate
de sodium (75g/l) sont additionnés au milieu réactionnel. Apres 2 heures d’incubation a
température ambiante et a 1’obscurité, L’absorbance est mesurée a 765nm par un
spectrophotometre (figure 10). La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir
de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0-160
png/ml) et est exprimée en pug d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug

EAG/mg d’extrait) .

200 pl d’extrait végétal (AQ/ME) (2.5mg/ml)

Ajout de 1ml FCR (1/10)

Ajout de 800 pl Na,COj3 (75g/1)

Incubation pendant 2H a température ambiante et a

I’obscurité

Lecture a 765nm

Figure 10. Différentes étapes du dosage des polyphénols totaux

E
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2.2.2. Dosage des Flavonoides

2.2.2.1.Principe

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

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

(Figure 11) (Djeridane et al., 2006 ; Mbaebie,2012).

OH

Figure 11.Réaction entre AICI;" et les flavonoides ( Mbaebie,2012).

2.2.2.2.Mode opératoire

Iml d’extrait ou standard est ajouté a 1ml d’AICI; (Solution méthanolique a 2%).
Aprés 10min de réaction, I’absorbance est lue a 430nm par un spectrophotometre (figure 12 ).
La concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec
la quercétine (0-40 pg/ml) et est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

Figurel2. Différentes étapes du dosage des flavonoides

E
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2.3 .Etude de I’activité antioxydant

2.3.1. Effet scavenger du radical DPPH
2.3.1.1. Principe

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généeralement le réactif le plus utilisé
pour I’évaluation rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme
radicale libre et la simplicité du protocole (Molyneux , 2004).
Dans ce test les antioxydants réduisent le diphényl picryl-hydrazyl ayant une couleur violette
en un composé jaune, le diphényl picryl-hydrazine (figure 13), dont l'intensité de la couleur

est inversement proportionnelle & la capacité des antioxydants présents dans le milieu a

donner des protons (Sanchez M.C, 2002).

10, — )
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Radical DPPH La forme reduite de DPPH

Figure 13.Réduction du radical DPPH (Molyneux , 2004).

2.3.1.2.Mode opératoire

L’effet antioxydant des extraits de Z. lotus vis-a-vis du radical DPPH est évalué selon
la méthode décrite par (Mansouri et al ., 2005). La solution de DPPH est préparée par
solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans100 ml de méthanol. 50ul d’extrait (ME /AQ) ou de
standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 1950 ul DPPH, Les concentrations des extraits dans
le milieu réactionnel sont comprises entre (0-1.75 mg/ml) et (0-1.5mg/ml) pour I’extrait ME
et I’extrait AQ respectivement. Alors que celles de 1’acide ascorbique sont comprises entre (0
a 0.25mg/ml).

Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au
contréle négatif contenant uniquement de 1ml de la solution de DPPH est mesurée a 517 nm.

L’activité anti-radicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

%d’Inhibition = [(Abs517 contr6le—Abs échantillon517) / Abs 517contréle] x 100

-
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I (%) : pouvoir d’inhibition en %.
Abssq7 contrble: absorbance de la solution de DPPH en absence de ’extrait

Abs échantillons;7: absorbance de la solution de DPPH en présence de 1’extrait.

2.3.2. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

2.3.2.1. Principe

Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) des extraits est déterminé selon la méthode décrite
par (Bougandoura et Bendimerad, 2013) qui est basée sur la réaction de réduction du (Fe*?)
présent dans le complexe ferrocyanure de potassium en (Fe*?),la réaction est révélée par le
virement de couleur jaune du fer ferrique (Fe*®) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe*?),

I’intensité de cette coloration est mesuré par spectrophotometre a 700 nm (Figure 14).

_________

e e o o e - -

Figure 14.Réaction de réduction de fer

11.2.3.2.2.Mode opératoire

400 pl de solution de I’extrait a différentes concentrations (0.007 & 2.5 mg/ ml) sont

ajoutés 400 pl de tampon phosphate (0,2M : pH 6,6) et 400 pl de solution de ferricyanure de

potassium KsFe(CN)sa 1% , L’ensemble est incubé a 50 °C pendant 20 minutes, la réaction est

stoppée par 1’addition de 400 pl d’acide trichloracétique (10%). 1 ml de surnageant est ajouté a 1

ml d’eau distillée et 300 pul d’une solution aqueuse de FeCl3(0.1 %), 1’absorbance du milieu

réactionnel est mesurée a 700 nm contre un blanc semblablement préparé, en remplagant 1’extrait

par I’eau distillée ou le méthanol.Le controle positif est représenté par 1’acide ascorbique et I’acide

gallique.

0
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Résultat et Discussion

1. Préparation des extraits methanolique et aqueux a partir des

feuilles de Zizyphus lotus

Les résultats obtenus montrent que le rendement des extraits des feuilles de Zizyphus
lotus varie en fonction du solvant utilisé (Tableau V). Ainsi, ’extrait aqueux présente le
rendement le plus élevé (12.72%) par rapport a I’extrait méthanolique (12.64%). L’extraction
par deux solvants différents, permet de séparer les composants qui se trouvent dans les
feuilles de la plante a étudier, selon leur degré de solubilité dans le solvant approprié
(Hagerman et al .,2000).

Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que
les conditions dans lesquelles 1’extraction est effectuée (a chaud ou a froid), affectent tous le
contenu total en métabolites secondaires, et par conséquent affecte les activités biologiques

médiées par ces métabolites (Lee et al.,2003).
Tableau V. Aspect, couleur et rendement des extraits aqueux et méthanolique des feuilles de

Zizyphus lotus.

Extrait Aspect Couleur Rendement

@ 12.72%

Marron claire

Agueux Poudre

Méthanolique Pate 12.64%

Vert foncé
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2. L’analyse quantitative des composés phénoliques des deux extraits des

feuilles de Zizyphus lotus

Afin de caractériser les extraits préparés a partir de Zizyphus lotus, un dosage des
polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué. La raison principale pour le choix de ces
substances réside dans le fait que la majorité des propriétés antioxydantes des plantes sont

attribuées a ces composés (Zhang et al., 2016).

La méthode du dosage des polyphénols totaux est celle de Folin —Ciocalteu .L’acide
gallique a été utilisé comme standard, alors que le dosage des flavonoides a été realisé selon

la méthode de trichlorure d’aluminium, en utilisant comme standard la quercétine.

Les résultats sont représentés dans le tableau VI. Les gammes d’étalonnage dans les
figures (15 ,16).

Tableau VI. La teneur en composés phénoliques des deux extraits aqueux et méthanolique.

Extraits Polyphénol® Flavonoides®™
Aqueux 19.49 +0.011 6.44 + 0,0042
Méthanolique 19.74+0,047 6.48+ 0,010

@ :ng d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait.
®) g d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait.

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures + SD.
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Figure 15.Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (moyenne £+ SD de deux essais).
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Figure 16.Courbe d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de deux essais).

Les résultats obtenus révelent que les extraits méthanolique et aqueux contient des

teneurs presque similaires en polyphénols (19.74 ng EAG/mg EME et 19.49 ug EAG/mg
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EAQ) respectivement et en flavonoides (6.48 ng EQ/mg EME et 6.44 pug EQ/mg EAQ)

respectivement.

En comparaison avec 1’étude faite par Amany et al (2013) sur le dosage des
polyphénols des feuilles de Zizyphus spina Christi (0.072+0.012 ug EAG /mg E).Les résultats

de la présente étude montre la richesse de la plante étudiée en composés phénoliques.

De méme, ces résultats sont en contradiction avec 1’étude faite par Bettaieb (2016) qui

ont montré que I’extrait méthanolique est le plus riche en composés phénoliques.

Une étude récente faite par Elaloui et al (2017) ; sur une espéce appartenant au genre
Zizyphus (Zizyphus jujuba) montre aussi que I’EME présente des teneurs plus élevés en
polyphénols et en flavonoides par rapport a ’EAQ.

D’autre part les teneurs rapportée par (Bakchiche et al., 2013) sur le dosage des
composés phénoliques dans d’autres parties de Zizyphus lotus, ont démontrés que les écorces

des racines apparaissent plus riches en polyphénols.

Ces variations peuvent s’expliquer par le fait que la quantit¢ des composés
phénoliques des extraits de la plante étudié (Zizyphus lotus) dépend essentiellement de la
solubilité de leur composés dans les solvants utilises (méthanol, eau distillée) ainsi que la
polarité de ces derniers, de la localisation géographique, de la saison de culture et de récolte,

la maturité et la durée de conservation de la plante.

3. L’activité antioxydante
3.1. Effet scavenger du radical DPPH

L’activité antioxydante des deux extrait aqueux et méthanolique des feuilles de
Zizyphus lotus vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée spectrophotométriqguement en suivant
la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur
jaune a 517nm.

Le DPPH (diphényl picrylhydrazyl) est un radical libre organique, toujours utilisé
comme un réactif pour évaluer 1’activité anti radicalaire des antioxydants (Hidayat et al.,
2017).11 est caractérisé par son adaptation a plusieurs échantillons dans une courte durée,
Aussi il est assez sensible pour détecter les ingrédients actifs a des basses concentrations, a cet
effet, il a été employé pour le criblage des activités anti radicalaires des extraits végétaux (Yi
et al.,2008).
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Les profils d’activité anti radicalaire obtenus (Figure 17) révelent que les extraits de

Zizyphus lotus possedent une activité anti radicalaire dose dépendante. Le taux d’inhibition du

obtenu en présence des deux extraits de la plante est inférieur a celui de 1’acide ascorbique.
Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, le paramétre 1Csy est introduit. L’ICsq est
inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la quantité
d’antioxydants nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus-la
valeur d’ICs est basse, plus l'activité antioxydante est élevée (Pokorny et Ai., 2001).

La concentration de 1’échantillon essentiel pour inhiber 50% du DPPH radicalaire, a
été calculée par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f
(concentrations)].

Les valeurs d’ICso trouvées pour les extraits étudiés sont représentées dans le tableau

suivant:

Tableau VII. L’activité antiradicalaire des extraits aqueux et méthanolique de Zizyphus lotus

et de I’ Acide ascorbique

Echantillons ICs0 (Mg /ml)
AQ 0.96 + 0.08
ME 0.51+£0.01
A ASC 0.15+£0.01
80 -
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Figure 17. Activité anti radicalaires de I’extrait aqueux, méthanolique et acide ascorbique

Les résultats obtenus montrent une activité anti radicalaire considérables dans des
deux extraits Zizyphus lotus avec des I1Cso de 1’ordre de 0.51 mg/ml et 0.96 mg /ml pour
I’extrait méthanolique et aqueux respectivement. En comparaison avec I’antioxydant standard
(I’Acide ascorbique) qui démontre une IC5%= 0.15 mg/ml, les deux extraits de Zizyphus
lotus s’avérent moins actifs. 1’extrait méthanolique possede une activité antioxydante presque
deux fois superieure a celle de I’extrait aqueux .Cette divergence de I’activité, malgré la
présence de la méme teneur en composeés phénoliques dans les deux extraits est probablement
attribuée a la présence d’autre composé non phénoliques responsables de D’activité

antioxydante des feuilles de Zizyphus lotus ; ainsi que le méthanol possede une grande
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capacité d’extraire ces composés. Ceci est en accord avec les résultats obtenus par (Bakchiche
et al ., 2013) qui montrent que I’extrait méthanolique exerce une activité antioxydante plus

élevée que I’extrait aqueux.
3.2. Pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur des deux extraits méthanolique et aqueux de Zizyphus lotus a été
évaluée en utilisant la méthode de FRAP. Cette derniere est un essai simple, universel, rapide
et reproductible. La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la
réduction de Fe** présent dans le complexe ferrocyanure de potassium en (Fe*?), La réaction
est révélée par le virement de couleur jaune du fer ferrique (Fe*) en couleur bleu vert du fer
ferreux (Fe*®), l'intensité de cette coloration est mesurée & 700nm (Bougandoura et
Bendimerad ., 2013).

En d’autres termes, le systéme FeCls/K3Fe(CN)6 confere a la méthode la sensibilité
pour la détermination « semi-quantitative » des concentrations des polyphénols, qui
participent a la réaction (Red/Oxy) (Amarowicz et al., 2004).

Le changement de la couleur des solutions du jaune vers un bleu vert confirme que les
deux extraits ont un pouvoir réducteur du fer, donc il ya une activité antioxydante.

Le pouvoir réducteur des extraits de Zizyphus lotus est probablement di a la présence
des groupements hydroxyles dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme
donneurs d’¢électrons (Siddhuraju et Becker ., 2007).

L’extrait aqueux se révéle moins actif que 1’extrait méthanolique dont 1’ICs, est de
I’ordre (1.074 = 0.076 mg/ml et 0.044+0.012 mg/ml) respectivement (figure 18).Ce qui

confirme les résultats obtenus avec le radical DPPH.
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Figure 18. L’évolution de la réduction du fer des deux extraits.
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Figure 19. L’évolution de la réduction du fer des deux standards.

L’acide gallique (4.94+0.07 mg/ml) présente une activité antioxydante inferieur a celle
de I’acide ascorbique (4.208 +0.011 mg/ml) (figure 19).Ces résultats sont en contradiction
avec les travaux de (Alothmane et al., 2009),qui ont montré que les composés phéenoliques et
principalement les flavonoides des différentes sources botaniques, agissent comme des
antioxydants plus actifs que la vitamine C (Acide ascorbique).

L’activité antioxydante des deux standards a des faibles concentrations est toujours
plus supérieur a celle de [I’extrait méthanolique et I’extrait aqueux qui agissent a des
concentrations plus importantes.

En général, le potentiel réducteur des extraits végetaux est di a la présence des
molécules capables de donner des électrons qui peuvent réagir avec les radicaux libres et les
convertir en produits stables, parmi lesquelles les polyphénols, ce qui explique le potentiel
réducteur des deux extraits méthanolique et aqueux des feuilles de Zizyphus lotus qui sont

riches en polyphénols.
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Conclusion générale

Les plantes médicinales sont la source de la majorité des antioxydants naturels et elles
restent encore sous exploitées dans le domaine médicale et I’industric pharmaceutique.
Sachant que les antioxydants sembleraient de maniere significative a la prévention des
maladies, le développement de nouveaux médicaments a base d’antioxydants d’origine
naturelle doit étre a 1’ordre de jour.

Zizyphus lotus est une plante largement exploitée dans la médecine traditionnelle.
L’estimation quantitative des polyphénols totaux en adoptant la méthode de Folin-Ciocalteu
révéle la présence des quantités importantes en polyphénols dans les deux extraits
methanolique et aqueux. De méme, le dosage des flavonoides par la méthode d’ AlCIzmontre
que cette plante contient une quantité raisonnable de flavonoides.

Le potentiel anti radicalaire des extraits a été determiné par la méthode de réduction du
radical libre 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH), les résultats montrent que ces extraits
possédent des activités antioxydantes différentes, I’extrait ME est le plus actif que I’extrait
AQ.

Le pouvoir réducteur des deux extraits a été évalué par la méthode FRAP, les
résultats obtenues montrent que les deux extraits de Zizyphus lotus possédent un pouvoir
réducteur remarquable et qui est inférieur a celui des standard (Acide gallique et Acide
ascorbique).

D’apres les résultats obtenus, on peut conclure que les extraits des feuilles de
Zizyphus lotus représentent une source naturelle prometteuse des molécules antioxydantes qui
peuvent avoir des applications thérapeutique et préventive. Cependant, ces résultats restent
préliminaires ; et comme perspectives on propose :

> D’identifier et identifier ces molécules par des méthodes plus performantes HPLC,
spectro de masse.

» De confirmer I’activité antioxydante par des études in vivo.
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Résumé

Les especes oxygénées réactives oxydent lentement nos molécules biologiques. Heureusement, il existe un systéme ddéfense, le
systéme antioxydatif. Ce réseau d'antioxydants, enzymatiques ou non, permet a notre corps de se défendre contre les substances réactives
oxygénées. Dans ce contexte , nous avons tenté d’évaluer I’activité antioxydante des différents extraits préparés a partir des feuilles de
Zizyphus lotus qui est un arbrisseau fruitier connu dans 1’Algérie sous le nom vernaculaire sedra .c’est une plante utilisée en médecine
populaire ,pour soigner le tube digestive , le foie et les affections respiratoires. Les extraits de cette plante ont été obtenus par infusion et
macération dans deux solvants polaires : I’eau et le méthanol. Les rendements respectifs sont : 12.72% et 12.64%.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux en adoptant la méthode de Folin-Ciocalteu révele la présence des quantités
importantes et similaire de polyphénols dans les deux extraits méthanolique et aqueux (19.74 + 0,047 ug EAG / mg EME ; 19.49 + 0.011ug
EAG / mg EAQ). De méme, le dosage des flavonoides par la méthode d’AICl; montre que cette plante contient une quantité raisonnable de
flavonoides pour les deux extraits (6.48+ 0.010 ug EQ / mg EME ; 6.44 + 0.0042 ug EQ / mg EAQ).

L’étude de Pactivité anti radicalaire vis-a-vis du radical DPPH a révélé une grande activité antioxydante de I’extrait méthanolique
(ICs=0.51 + 0.012 mg/ml) en comparaison avec I’extrait aqueux (ICso= 0.96 + 0.083 mg/ml).

Le pouvoir réducteur des deux extraits méthanolique et aqueux de Zizyphus lotus a été évalué par la méthode FRAP, les résultats
obtenues montrent que I’extrait methanolique posséde un pouvoir réducteur important (ICso = 0.044 + 0.012 mg/ml) par rapport a 1’extrait
aqueux (ICsp= 1.074 = 0.076 mg/ml), mais aussi inférieur a celui des standard ; I’Acide gallique (ICs= 4.94 +0.07 mg/ml) et Acide
ascorbique (ICs = 4.208 £0.011 mg /ml).

Mots clés : Zizyphus lotus, activité antioxydante, composés Phénoliques, flavonoides, FRAP, DPPH.

Abstract

Reactive oxygen species slowly oxidize our biological molecules. Fortunately, there is a defense system, the anti-oxidative
system. This network of antioxidants, enzymatic or not, allows our body to defend against reactive oxygenated substances. In this context,
we tried to evaluate the antioxidant activity of the different extracts prepared from the leaves of Zizyphus lotus which is a fruit shrub known
in Algeria under the vernacular name sedra. It is a plant used in folk medicine to treat the digestive tract, liver and respiratory diseases. The
extracts of this plant were obtained by infusion and maceration in two polar solvents: water and methanol. The respective yields are: 12.72%
and 12.64%.

Quantitative analysis of total polyphenols using the Folin-Ciocalteu method reveals the presence of significant and similar
amounts of polyphenols in both methanolic and aqueous extracts (19.74 + 0.047 ug EAG / mg EME; 19.49 + 0.011ug EAG / mg E AQ).
Similarly, the flavonoid assay by the AICI; method shows that this plant contains a reasonable amount of flavonoids for both extracts (6.48 +
0.010 pg EQ / mg EME, 6.44 + 0.0042 ug EQ / mg EAQ).

The study of radical scavenging activity toward DPPH radical revealed a high antioxidant activity of the methanolic extract (ICso
=0.51 +0.01 mg / ml) in comparison with the aqueous extract (ICso = 0.96 £ 0.08 mg / ml).

The reducing power of the methanolic and aqueous extracts of Zizyphus lotus was evaluated by the FRAP method, the obtained
results show that the methanolic extract has a high reducing power (ICs, = 0.044 + 0.012 mg / ml) relative to the aqueous extract ( ICso =
1.074 £ 0.076 mg / ml), but also lower than standard gallic acid (ICso = 4.94 + 0.07 mg / ml) and ascorbic acid (ICso=4.208 + 0.011 mg / ml)

Key words: Zizyphus lotus, antioxidant activity, Phenolic compounds, flavonoids, FRAP, scavenger.
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