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Introduction générale

Les plantes médicinales représentent unecsanépuisable des substances et
composés naturels bioactifs. En effet, les métwmlsecondaires font et restent
I'objet de nombreuses recherchas/ivo commein vitro, notamment la recherche de
nouveaux constituants naturels tels que les comsgas&noliques.

Récemment le développement de la résistamc®bienne aux antibiotiques, et
la toxicité des antioxydants synthétiques, a cdndi@ chercher des substances
naturelles dotées d’activité antimicrobienne etorydante.

Les radicaux libres (RL) en général et Isgeees réactives de I'oxygene (ROS)
en particulier sont impliqués dans plusieurs pathies humaines allant de
linflammation au cancer tout en passant par leslaties cardio-vasculaires,
I'arthrite rhumatoide, le diabéte et le processapaptose ; en plus de leur action
directe en réagissant avec la plupart des macrauleks

Dans ce contexte s’inscrit ce présent tradgitecherche, dont le but principal est
d’étudier les activités antimicrobiennes et antotexytes des différents extraits du fruit
du Zizyphus lotus (Sedra), plante largement utilisée dans la médetaditionnelle
comme adoucissant dans le traitement de la gorgéesetirritations broncho-
pulmonaires, un émollient dans le traitement deenities. D’ailleurs, elle posséde
plusieurs activités thérapeutiques: anti-inflanoirat analgésique, anti-
ulcérogénique, antifongique et antidiabétique

Dans ce présent travail, nous avons fixé lesatifgesuivants :

» Analyse qualitative des différents extraits aquetinrganiques du fruit du
Zizyphus lotus en utilisant la CCM et 'HPLC

» Analyse quantitative du contenu en polyphénolgneflavonoides et tanins
des différents extraits du fruit dizyphus lotus.

» Etude de lactivité antimicrobienne des différemstraits du fruit du
Zizyphus lotus

» Etude de l'activité antioxydante des différentsraix$ du fruit duZizyphus
lotus, en utilisant deux méthodes (Test de blanchissedhef-carotene et
test au DPPH).
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Chapitre | Généralités & Zizyphus lotus

I.1. Description botanique duZizyphus lotus

Le Zizyphus lotugjujubier ) est un arbuste fruitier, épineux appartenant fanaille
des Rhamnacées (Rsaissi et Bouchache, 2002). Coénmenih appelé en Afrique du Nord
"Sedrd (Borgi et al ., 2007(a)). Il forme des touffesgleelques metres de diamétres pouvant

atteindre 2m de haut.

Ses feuilles sont courtement pétiolées, glabredquees alternées et ovales a marges
entieres. Chaque feuille porte a sa base deuxletipmansformées en épine inégale et
vulnérable. Les fleurs sont jaunes, pentametregaipées en inflorescence cymeuses. Les
fruits sont des drupes a noyaux soudeés, I'endocangp@lagineux appeléNbed’ (Figure 1)

(Rsaissi et Bouchache, 2002).

Figure 1Les différentes parties dlizyphus lotugRsaissi et Bouchache, 2002)

I.2. Classification botanique

Embranchement: Spermatophytes.

Sous embranchementAngiospermes

Sous classeDicotylédone

Ordre : Celastrales

Famille : Rhamnacées

Genre: Zizyphus

Espéce Zizyphus lotus L(Quezel et Santa, 1962).
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1.3. Répartition géographique
Dans le monde
Le genreZizyphusrenferme environ 50 espéces des régions tropiedlesbtropicales
des deux hémispheres. L’'une entre ell@syphus lotusest spontanée dans le sud d’Espagne
et du Portugal, en Sicile, en Gréce (Bross ,2000).le rencontre aussi dans les steppes
désertiques d’Afrique du Nord et Asie Mineure (Bat Dillemann, 1960).
En Algérie
Le Zizyphus lotusest répandu dans toute I'Algérie sauf le Tell Atgéonstantinois
(Quezel et Santa, 1962).

Aire d&izyphus lotusl.

Figure 2. Aire de répartition dizyphus lotus Len Algérie (Quezel et Santa, 1962).
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l.4. Composition biochimique duZizyphus lotus
Les études phytochimiques menée sWiyphus lotusnontrent la présence de métabolites
primaires et secondaires.
a) métabolite primaire

Tableau 1.Teneur de la pulpe du jujubier frais en métabgrimaire (Catoire et al ., 1999).

La fraction de la pulpe du fruit Le pourcentage
sucres 2% 32%
lipides 0,1% a 0,3%
protides 0,8% a 2,1%

b) métabolites secondaires

LeZizyphus lotugst connu par son contenu en molécules biologigneawtives tels que
les polyphénols (flavonoides, tanins), les tritelg®e les antrachinones, les alcaloides
(cyclopeptides et isoquinolides), les saponosi@Esdi et Chouchane, 2006 ; Catoire et al.,
1994).

Tableau 2.Composition en métabolites secondaires des diff¢i@ganes ddizyphus lotus

Organe végeétal Composition chimique Références
Fruits -flavonoides, tanins saponines, alcaloides
(Borgi et al .,2007 (b))
-flavonoides, tanins, alcaloides. (Borgi et al .,2007 (b))

-saponines de type dammarane :
-jujuboside B (Macuek et al .,2004)
Feuilles -jujubogenin glycoside

-dérivé sulfaté de jujubasaponine 1\

-flavonoides, saponines de type damarariBorgi et al .,2007(a))
-tanins.
Ecorce des racines -alcaloide cyclopeptidiques lotusines A{GBorgi et al .,2007(b))
(Le crouéour, 2002)




Chapitre | Généralités & Zizyphus lotus

1.5. Activités biologiques et thérapeutiques dwizyphus lotus

Les différentes espéces dizyphussont largement utilisées dans le traitement de
certaines maladies comme : les troubles digestiledaiblesse, les affections du foie,
'obésite, les troubles urinaires, le diabete, ildections cutanées, la fievre, la diarrhée et
linsomnie (Abu-Zarga et al .,1995,Abdel-Zaher kt, 2005 ; Suksamrarn et al ., 2005). Les
recherches actuelles sur les différentes actiyitégrmacologiques d&izyphus lotusnt
ressorti plusieurs effets de grande importance fourédecine moderne. Parmi ces effets on

souligne les plus importants :

1.5.1. Activités anti-inflammatoires et analgésiqus

Les flavonoides et les saponines de I'écoeerdcines dZizyphus lotuont montré une
activité anti-inflammatoire significative (Borgi €houchane, 2006).

Le Zizyphus lotusnhibe la production de monoxyde d’azote (NO)teeictivité apparait
potentiellement avec I'extrait méthanolique de d¥® des racines qui est la source possible
de l'agent anti-inflammatoire dans la réaction deydersensibilité retardée induite par
oxazolone (Borgi et al ., 2008).

Les feuilles dZizyphus lotupossédent des effets analgésiques attribués adatenu en
principes actifs ; les flavonoides et les saponi(®srgi et al ., 2007 (a). Borgi et al ., 2008).

Toutes ces activités confirment l'usage itradnel de cette plante dans certaines

maladies inflammatoires et douloureuses (Borgl gt2007(a)).

1.5.2. Activités anti-fongiques et anti-mollusques

Les différents extraits (éthéré, chloroformiquetraix d’acétate d’'éthyle et méthanolique)
de Zizyphus lotusse sont avérés tres actifs vitro vis-a-vis de neufs souches des
champignons pathogenes et des mollusgBabnus truncatus(hotes intermédiaires et

vecteurs de la transmission de la bilharziose) Ifitabt al ., 2002)

1.5.3. Activités anti-ulcérogéniques
Le Zizyphus lotugles feuilles, I'écorce des racines) possede ormoitante activité anti-
ulcérogénique attribuée a la présence des taninestlavonoides connus par leur effets

gastroprotecteur (Borgi et al ., 2007(b)).
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1.5.4. Autres activités
Les fruits dezizyphus lotusont décrits comme adoucissant, et entrent danasitement de
la gorge et les irritations broncho-pulmonaires.ndme, la poudre des feuilles séches et des
fruits est appliquée dans le traitement des fuem(Borgi et al ., 2007(a)). D’ailleurs I'écorce
des racines ddizyphus lotugst utilisée dans la médecine traditionnelle darsaitement du
diabete (Ghedira et al .,1995).



Chapitre |l
Les composes phénoliques



Chapitre |l Les quosés phénoliques

Les composants phénoliques sont des métabolitemdaices caractérisés par la
présence d'un cycle aromatique portant des grouptsmegydroxyles libres ou engagés

avec des glucides.

lIs sont présents dans toutes les parties destareg&upérieures (racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bqig®t sont impligués dans de nombreux
processus physiologiques comme la croissance ae#ulla rhizogénése, la germination

des graines et la maturation des fruits (Boiz@terpentier, 2006).

Les principaux classes des composants phénoliggmst les acides phénoliques
(acide caféique, acide hydroxycinnamique, acidelifpre, acide chlorogenique...), les
flavonoides, les tanins, et les coumarines (Kingaing, 1999 ; Tapiero et al ., 2002).

Les composants phénoliques sont des moléculésgijaement actives (King et
Young, 1999), ils sont largement utilisés en théwmjgue comme vasoconstricteurs, anti-
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydeaet antiradicalaires, antimicrobiens,
(Bahorun, 1997 ; Cetkovic et al ., 20@8)jgure 3).

| |
| Acides phéroliques || Flavoncides|| Temins || Sibénes || Lignanes || Saponines || Phytostérols/ Phylostanols |

Dérivés acide benzolque Polyméres de Resvératral Matairésingl Glycosides Carmpestéral
Ex: aide gallique flasonaldes . Mitemeniquas Stigmastéral

Dérwés acide cinnamique

il
Ex: acide caféique

OH

(00H

O

Figure 3Quelques structures des composants phénoliquesdi&er,2004).
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II.1. Les flavonoides

Les flavonoides désignent une tres lga@me de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols (Marfak, 2003).
Ces molécules sont considérées comme des pigmesssent universels des végétaux ;
ils sont responsables de la coloration des flales,fruits et parfois des feuilles (Bruneton,
1999). lIs existent le plus souvent a I'état ndtaoeis forme d’hétérosides (Ghestem et al .,
2001)

11.1.2. Localisation et distribution

Les flavon@des sont amplement répandus dans le regne véggstahds, fleurs,
fruits, feuilles) (Dacosta, 2003). On les trouvesaauchez les Psylotales, les Fougeres,

Angiospermes, Asteraceae ...etc.

Les formes hétérosidiques des flavinles hydrosolubles s’accumulent dans les
vacuoles, et selon les espéces se concentrent ldgniderme des feuilles, ou se
répartissent entre I'épiderme et le mésophile. Dansas des fleures, ils sont concentrés

dans les cellules épidermiques (Bruneton, 1999).

[1.1.3. Structure chimique et classification

Les flavonddes sont des dérivés bengpyran (Skerget et al ., 2004). Leur structure
de base est celle d’'un diphénylpropaa€l5 atomes de carboneg{Cs -Cs), constitué de
deux noyaux aromatiques (ou anneaux) que désidasnettres A et B, reliés par un
hétérocycles oxygéneés, qui désigne la lett(édoire 4) (Dacosta, 2003).

Figure 4 : Squelette de base des flavonoides (Girotti-Chaa0e6).

La classe des flavoides comporte a elle seule plus de 4000 substancemtété
isolées et identifiees a partir des milliers demnf# (Forkmann et Martens, 2001), qu’en

divise en plusieurs catégories : Les flavones,flgonols et les dihydroflavonols, les
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isoflavonoides, les biflavonoides, les flavanondss flavanols, les flavanediols
(leucocyanidines), les anthocyanidines, les chasaet les dihydrochalcones, les aurones
(Dacosta, 2003).

I1.1.4. Activités biologiques des flavonites
Les flavonoides sont des composants naturels hanteaatifs. Plusieurs études ont

démontré une large gamme des effets biochimiquesagmacologiques de ces molécules.

a) Activité anti-inflammatoire des flavonoides

De nombreux travaux semblent indiquer que les fiaides possedent des propriétés
anti-inflammatoires (Milane, 2004). Sous l'actiore da cyclooxygénase (CO) et la
lipooxygénase (LO), lacide arachidonique se méiabo respectivement en
prostaglandines, et leucotriénes induisant ainsigteenoménes inflammatoires (Marfak,
2003 ; Formica et Regelson, 1995). Les flaxides inhibent la synthése des eico$des
par inhibition de [l'activitt de LO et CO, aussi iflovoquent linhibition de la
perooxydation non enzymatique des acides grasipsdyurés nécessaires pour I'activation
de ces oxygénases ce qui provoque un effet amdiimhatoire (Formica et Regelson
,1995).

Par ailleurs, les flavorides ont un effet polliatif sur l'inflammation dls&s effets
inhibiteurs sur la synthése des leucotrienes &béaation de I'histamine, et ses activités

comme piégeurs de superoxyde (Formica et RegelS&b)

b) Flavondides comme inhibiteurs enzymatiques

Les favonides sont des inhibiteurs enzymatiques, ils inhipgasieurs enzymes
intervenant dans divers mécanismes biologiques.

Il inhibent I'histidine décarboxylase, I'élastaséa,hyaluronidase ce qui permettrait
de conserver lintégrité de la substance fondantemta la gaine vasculaire ; ils inhibent
aussi d’ une maniere non spécifique la catécholdihgitransferase ,ce qui augmenterait
la quantité de la catécholamine disponible et dprmvoquerait une élévation de la
résistance vasculaire.

En plus, les flavonoides inhibent la phosphodies&grde 'AMR ce qui pourrait
expliquer leur activité anti-agrégante plaquettaisaissi, ils inhibent I'aldose réductase

gu’est impliquée dans la pathogénie de la cataf@teneton, 1999).
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Par ailleurs, les flavoiides peuvent inhiber la promotion de tumeur a tsaver
effet inhibiteur sur la phosphoxylase C et la graéinase (Formica et Regelson, 1995).

c) Flavonddes et les maladies cardiovasculaires

Les flavon@des sont des composés veinoactifs, ils sont capatdediminuer la
perméabilité des capillaires sanguins et de remfomeur résistance .Cette action est
appelée « vitaminique P » (Bruneton, 1999).

Dailleurs, ils ont un effet protecteur des maéedcordiovasculaires.lls induisent la
vasodilatation et provoquent la relaxation des nessdisses cardiovasculaires ce qui
engendre une activité anti-hypertensive et destseftmtiarrhythmiques.En plus les
flavonades protegent LDL de I'oxydation et par conséquampéchent la formation des
plagues athérosclerotiques, aussi, ils ont destseffantithrombotiques a travers

'empéchement de I'agrégation plaquettaire (ForneicRegelson, 1995).

d) Activité antioxydante des flavonoides

Les flavonoides possédent une forte activité agtlante qu’est le principe de
plusieurs activités biologiques douées par cescnt#é (Saija et al ., 1995).

L’activité du piégeage des radicaux libres esh ldes mécanismes importants de
I'activité antioxydante, pour les flavonoides, c&aanisme est lié a leur structure et de
I'arrangement des groupements hydroxyles (Sokabska A et al ., 2007).

Des études faites sur la capacité des flavonoidpgger les radicaux libres ont
montré que les composés les plus actifs sont ceusognbinent les trois criteres suivants :

» La structure ortho dihydroxy sur le cycle B (grooqaat catéchol) qui confere la

stabilité au radical flavonoxy et participe a ldodalisation des électrons.

» Ladouble liaison &€C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo

» La présence du groupe 30H en combinaison aveadbleltiaison G-Cs,

A titre d’exemple, la quercétine satisfait a toas criteres et par conséquent, elle est
le composeé le plus actif de la famille des flavoles(figure 5) (Marfak, 2003).
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Figure 5Eléments essentietsur I'activité antioxydante des flavonoides
(Marfak, 2003)

La propriété antiradicalaire des flavonoides e@sgée principalement vers H@t
O, aussi les radicaux peroxyl et alkoxyl.

En plus, comme ces composants présentent uree dtiimité pour les ions du fer
(catalysent plusieurs processus conduisant a ligmpades radicaux libres), leur activité
antiperoxydative peut étre aussi attribuée a upaat concomitante de chélation du fer
(Saija et al .,1995).

Par ailleurs, l'inhibition des enzymes présente autre mécanisme de l'activité
antioxydante, les flavonoides peuvent agir surtii#té de la xanthine oxydase et par
conséquent, peuvent faire régresser la maladieadgolitte en réduisant a la fois les
concentrations d’acide urique et celle du radiogesoxyde dans les tissus humains.

Une étude faite a montré que les flavonoides sassiales bons inhibiteurs d’autres
enzymes responsables de la production des raditaag comme la cyclooxygénase et la

lipooxygénaséfigure 6) (Marfak, 2003).

SU oG

L;U]!'.IUIIE
Figure6. Piegeage des espéces réactives oxygénées pavtawides (Marfak, 2003)
e) Effet anticancéreux des flavorioes
Certains flavonoides possédent une activité angtiale et anticancérogenique

significative .Par blocage de la production deulmeéur de la peau, la quercétine peut étre

considéree effectif dans la prévention du canedageau.

10
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L'inhibition de la glyoxylase | par la quercétineuyt étre expliquée son activité
anticancerogene, comme le systéme glyoxylase jouedle dans la production de D
lactate et la régénération du glutathion ,des tastenportants dans I'induction du tumeur
et la croissance (Formica et Regelson,1995).

Dailleurs, la quercétine inhibe la croissancelutaire en empéchant certaines
phases du cycle cellulaire et en bloquant les sfespteurs des hormones (Marfak, 2003).

f) Activité antimicrobienne des flavonades

Les flavonoides possedent des propriétés antimenols (Petit et al ., 2007). lls
sont capables d’agir au niveau de la synthésepd®gines virales. Mucsi et Pragai en
1985 ont également montré une corrélation entféet'énhibiteur de certains flavonoides
sur divers virus d’herpes et leur capacité a augendas taux intracellulaires en AMP
dans les cellules infectées .Des travaux ont miévaence un impact des flavonoides sur
le rétrovirus HIV responsable du syndrome d'immugfadence acquise (SIDA), aussi les
flavonoides se sont avérés de bons inhibiteursatsdriptase reverse.

Autre étude a montré que, les flavonoides pouvaieair une action plus sélective
en interagissant avec une glycoprotéine de sudacgrus HIV, empéchant ainsi la liaison
du virus a la cellule hote .Enfin, les flavonoidesaient susceptibles d’inhiber l'intégrase
rétrovirale du virus HIV-1.Cette enzyme permettéigration du génome viral a celui de la
cellule hote.

Théoriquement, les flavonoides pourraient exeresraffets antibactériens puisqu’ils
sont de puissants inhibiteurs in vitro de I'ADN gge. D’autre part, une étude a montré
I'effet bactéricide de différentes flavanones souiStaphyl ococcus aureus.

Une étude récente a montré |'effet antibactériercei¢ains flavonoides isolés de
Dorstenia barteri (Mbaveng et al ., 2008).

L’activité antifongique des flavonoides est adablie, une étude faite sbranthus
caryophyllus a monté l'efficacité de ses flavonoides sur dexes fongiques (Galeotti et
al ., 2008).

Le mécanisme des effets antimicrobiens des pohgleéest sans doute trés
complexe .parmi les hypothéses avancées, il faert Ci

» L’inhibition des enzymes extracellulaires micromes.

» Seéquestration de substrat nécessaire a la croessaiccobienne ou la chélation

de métaux tels que le fer.

» L’inhibition du métabolisme microbien (Milane, 2004

11
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g) Autres activités des flavonoides

A cOté des activités citées précédemniesiflavonoides possedent d’autres
activités :

Activité anti-allergique, antihépatotoxique, aostéoporotique (lelpo et al ., 2000),
activité hypocholestérolémiante (Formica et Regelk®05), activité antidiabétique
(Marfak,2003), activité antimitotique,antiprotozees et activité anxiolytique (Cabrera et
al.,2007).

[1.2. Les tanins

Les tanins sont des métabolites secondaires paigtifées (Khanbabaee et Ree,
2001), hydrosolubles de masse molaire entre 50020Qeur structure chimique leur
confere une capacité tres développée de se fixatesumolécules telles que les alcaloides,
la gélatine, les polysaccharides, et essentiellerfe=n protéines (Zimmer et Cordesse,
1996 ; Bruneton, 1999). Parmi les caractéristigies tanins le godt astringence qui est
une sensation tactile due a la précipitation degepres salivaires et qui crée une sensation
d’assechement dans la bouche (Peronny, 2005).

Le role biologique des tanins dans la planteiésh lsa propre protection contre les
infections ,les insectes et les animaux herbivfkgmnbabaee et Ree,2001),en plus de la
protection contre les attaques fongiques et bactees (Peronny,2005).

[1.2.1. Localisation et distribution
Les tanins sont trés répandus dans dmerévégétal, ils sont particulierement
abondants chez les Coniféres, les Fagacée, les&nfahestem et al ., 2001).

Tous les organes végétaux peuvent en renfermeo(té, le bois, les feuilles, les
fruits, les racines, les graines) (Khanbabaee et,R&01).Les tanins sont présents dans une
variété de plantes utilisées dans I'alimentatiotamonent les céréales et les Iégumineuses
(sorgho,millet,orge,haricots secs, petits poispaae et les fruits comme (pomme,mare
,canneberge, datte,raisin,aubépine, péche poiigkake,framboise et fraise
(Peronny,2005).

[1.2.2. structure chimique et classification

A la base de leur caractéristique structuralesti possible de diviser les tanins en 2

groupes :

= Tanins condensés (proanthocyanidines).

12



Chapitre |l Les quosés phénoliques

= Tanins hydrolysables.

a)Tanins condensés (proanthocyanidines)

Cesont des polyméres ou oligomeéres flavanique, dméstid’unités flavan-3-ols, le
plus souvent épicatéchine et catéchine, avec urédkgpolymérisation entre deux et plus
de 50 unités (Khanbabaee et Ree ,2001) .Ces Uigiessentre elles par une seule liaison
carbone-carbone£Cs ou G-Cgdans le type B des proanthocyanidines ;ou patliaisen
interflavanique double (Cg ou GGCg) et (G-O-C;) dans le type A(figure7)
(Bruneton,1999 ; Xie et Dixon,2005 ;Vivas et &2006).

Figure 7Structure des tanins condensés et leur monomeéreni®e 2005).

b) Tanins hydrolysables
Ce sont des oligo ou des polyesters d’'un sucred{mn polyol apparenté) et d’'un
nombre variable d’'acide phénolique. Le sucre et généralement le glucose .L’acide
phénolique est soit l'acide gallique dans le cas denins galliques, soit I'acide
hexahydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés danadeales tanins éllagiquésgure 8)
(Bruneton, 1999)

13
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Figure 8 Structure des tanins hydrolysables et les acidascas (Peronny, 2005).

[1.2.3. Activités biologiques et thérapeutiques detnins

Les tanins sont des molécules biologiguement axtivdouées d'activités

pharmacologiques remarquables et des effets sigtiff sur la santé humaine (Chavan et

al ., 2001 ; Okuda, 2005).

a) Activités antimicrobiennes des tanins

L’activité antimicrobienne des tanins est impate. La croissance de plusieurs

bactéries, virus, champignons et levures est iehga# les tanins (Chung et Wei, 2001).

-Activité antibactérienne

De nombreuses études ont montré

'activité antéssmtne des tanins .Ces

molécules ont été rapportées comme bactériostatiqugactéricide sur plusieurs souches

bactériennesferomonas sobria, Bacillus anthracis,

bolulinum, Desuomaculum

nigrificans , Klebsiella pneumonia, Plesiomonas shigelloides , Pseudomonas aeruginosa,

Pseud maltophila

solanacearum, Saphilococcus aureus

, Saph epidermis ,

Streptococcus lactis,, Strept mutans , Srept pneumonia, Srept sobrinus ...etc.

14
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Chung et ses collaborateurs ont trouvé que l'atad@ique a inhibé la croissance
des bactéries des aliments comwiealigenes faecalis, Enterobacter aerogenes ,
Escherichia coli, K pneumonia , Proteus vulgaris , Pseud fluorescens ,Salmonella
enteritidis, S paratyphi,Saph aureus, Srept faecalis, Strept pyogenes et Yersinia
enterocolitica.

Les bactéries intestinales humaines conBaeteroides fragilis , Clostridium
clostridiiforme, C perfringens , C paraputrficum, Enterobacter cloacae , Escherichia coli

et Salmonella typhimurium sont inhibées par I'acide tannique (Chung et \2@Q1).

-Activité antivirale

L’activité antivirale des tanins est due a la fizat des molécules des tanins a
I'enveloppe protéique du virus ou la membrane decdHule hbte et par conséquent
I'inhibition de I'adsorption et la pénétration Viea cependant, dans certains cas la fixation
cause seulement des changements mineurs a laeswifate, la pénétration reste mais
I'enlevement de I'enveloppe virale est inhibé. Riuss types de virus sont inactivés par les
tanins, le virus Herpes simplex (HSV-1 ,HSV-2) iestibé par les tanins hydrolysables et
les tanins condensés galloylés de plusieurs extia# plantes (De Bruyne et al.,1999).

Les tanins ont aussi rapportés d’inactiver le viasmcco mosaique, et poliovirus.
L’acide tannique est capable d’'inhiber la réplicatdu virus d’'influenzaCoxsackievirus,
echovirus, reovirus, virus d’herpes (Chung et Wei, 2001).

Les oligoméres proanthocyanidins présentent urigitécantivirale contre le virus
respiratoire syncytial (RSV), virus d’influenza RL{U-A) et le virus para influenza (PIV),
en outre I'hépatite A et B.

Les tanins ont un autre effet inhibiteur de laicgtion virale ,c’est I'inhibition de la
transcriptase inverse des rétrovirus comme vird¥)Hcette inhibition est influencée par
la galloylation, I'étendue de l'oligomérisation ghfférence de la liaison inter-flavan, la
stéréochimie de la fonction 3 hydroxyle (De Brugteal.,1999).

Activité antifongique et anti-levure

Plusieurs types de champignons sont inhibés pmartdains .Les champignons
filamenteux comme Aspergillus niger ,Botrytis cinerea ,Chaetomium cupreum
Collectotrichum graminicola, Coniphora olivacea ,Coriolus versicolor, Crinepellis

perniciosa , Fomes annosus , Gloeophyllum trabeum, Merulius lacrymans, Penicillium,

15
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Poria monticola ,Trametes hirsuta et Trichaderma viride sont inhibés par les tanins de
différentes préparations .

De méme, différentes levures inclu&@atcharomyces crevisiae sont aussi sensitives
aux tanins (Chung et Wei, 2001).

b) Activité thérapeutique due a I'astringence

Par voie externe, les tanins impermeéabilisent ¢exloes les plus externes de la peau
et des muqueuses, protégeant ainsi les couchegamemes ; elles ont également un effet
vasoconstricteur sur les petits vaisseaux supeldici

En limitant les pertes en fluides et en empéclemagressions extérieurs, les tanins
favorisent la régénération des tissus en cas desunes superficielles ou de brdlure
(Bruneton, 1999). Sur les blessures, les taninsisedt la cicatrisation par différents
mécanismes cellulaires, en favorisant la contractie blessure, 'augmentation de la
formation des vaisseaux capillaires et des fibstbka; et induisant la prolifération des
kératinocytes (Lopes et al ,2005).

Par voie interne, ils exercent un effet antidiague (Bruneton, 1999), qui est du a
I'inhibition de la motilité intestinale (De Bruyret al. 1999).

c) Inhibition enzymatique

La fixation des tanins avec les protéines g engendrée l'inhibition de plusieurs
enzymes (De Bruyne et al ., 1999). Le blocage dé&-lgpoxygénase par géraniine,
corilagine , inhibition de I'enzyme de conversioa lthngiotensine , de I'activation de la
hyaluronidase ,des glucosyltransferases des mgaoa@mes impliqués dans la
cariogenése ;inhibition des topoisomérases paarglsine H6 ou I'acide chébulagique ;
inhibition de la protéines kinase C par les tangfiagiques et les tanins complexes
(Bruneton,1999 ) ; inhibition de —amylase salivaire humaine qui joue un réle dans |
formation des caries dentaires (Kandra et al .4200

Dailleurs, les dimeres procyanidoliques ont unévaé inhibitrice sur I'histidine

décarboxylase et I'élastase (Bruneton, 1999).
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d) Activité antioxydante des tanins

Les tanins ont de grandes capacités antioxydaiies a leurs noyaux phénols
(Peronny, 2005) .Elles ont la particularité d’indriba peroxydation des lipides, en agissant
comme donneur de proton et accepteur de radichues|i stoppant ainsi le mécanisme
d’auto oxydation (Perret, 2001).

Les tanins hydrolysables et condensés sont 15f@i8plus efficace que les phénols
simples (Peronny, 2005).De méme, il a été démantréitro que les tanins sont plus
actives que les vitamines .Des études faites memit@ue les procyanidines Bt B; sont
des antioxydants pour I'acide linoléique, et il¢ ane activité antioxydante supérieure a
celle de 'acide ascorbique etiltocophérol.

Dans une autre étude faite sur la propriété duepigg radicalaire, il a été remarqué
que les procyanidines dimériques peuvent emprisoBnedicaux pyroxyles alors que
I'acide ascorbique emprisonne un seul radical geiticophérol emprisonne deux radicaux.

Uchida et ses collaborateurs suggerent que leastarindensés galloylés ont une
action de piégeage radicalaire sur le radical iphéhyl-2-picrylnydrazyl (DPPH) aussi
sur I'anion superoxyde et OHOOH.

Plusieurs propriétés structurales des tanins augmeleur activité antioxydante :

La galloylation, préférablement en position 3gmente la capacité du piégeage pour les
deux Q et OH, aussi le piégeage de @st plus important pour les diméres procyanidines

couplés par une liaison{48) que les dimeres liés par{6) (De Bruyne et al ., 1999).

e) Activité anti cancérogénique des tanins

Le potentiel anticarcinogénique des tanins paetlét a leur propriété antioxydante
qui apparait importante dans la protection celtaldes dommages oxydatifs.

Plusieurs études monterent I'activité anticancémnapgées des tanins, Migamato et
ses collaborateurs montérent l'activité anti turfeorde plusieurs oligoméres des tanins
hydrolysables incluant : agrimoniin, oenothein B@iariin A contre la sarcoma (Chung et
Wei, 2001).Une étude faite sur la plariiagenia jambos a été suggérée que les tanins
hydrolysables de cette plante induisent 'apopsasdes cellules humaines leucémiques ce
qui présente un autre mécanisme d’activité antiaryel des tanins (Yang et al .,2000).

Autre étude faite sur les tanins de sorghum suggrivité anticancérogénique des

tanins de sorghum sur les cellules humaines denoila (Awika et Rooney, 2004).

17



Chapitre |l Les quosés phénoliques

f) Autres activités biologiques des tanins

Les tanins ont une activité anti inflammatoire sTét ses collaborateurs montérent
une importante activité anti inflammatoire des giptinidines isolés dRibes nigrum.

Les effets cardiaques et vasculaires des taninsaamsi démontrés, Calixto et ses
collaborateurs dénoterent que l'acide tanniquectdféa disponibilité du calcium pour la
contraction des muscles lisses et cardiaques fEenpedr fixation de I'acide tannique avec
le Cd™, I'acide tannique présente un effet hypotensif.

Dailleurs des études faites monterent I'effet Hilvition d’agrégation plaquettaire
dans le plasma humain et le plasma du rat par geeyanidines trimériques et un dimére
thioether.

Outre ces activités, les tanins présentent ungitgctintiulcéreuse et antiparasitaire,
en effet, la consommation des plantes a taninsgféadter la biologie de certaines especes

de parasites intestinaux (Peronny, 2005).
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lll.1. Les espéces réactives oxygénées

La vie en aérobie se traduit au niveau cellulaiae fpexistence d’'une chaine respiratoire
mitochondriale (Curtay et Robin ,2000); au nivede laquelle I'oxygéne est normalement
transformé en eau .Cette réaction de réductioniguplquatre électrons, et est rendue grace a un
systeme complexe de protéines et d’enzymes (cytouts). Elle permet d’apporter a la cellule toute
I'énergie nécessaire sous forme d’adénosine trjtete (ATP) pour assurer ses fonctions vitales.
Ce processus mitochondrial n’est toutefois pasagardar 2 a 5% de I'oxygéne est transformé en
especes réactives oxygénées (ERO) ou reactive mxspugries (ROS) (Gueye, 2007) ; qui sont des
formes variées de I'oxygéne active, elles inclldestradicaux libres comme I'anion superoxyde
(O, ") et le radical hydroxyle ©QH), et les especes non radicalaires qui sont ggdaots et/ou
facilement transformées en radicaux comme le peé®xg’hydrogéne (bD,) (Halliwell et
Whiteman, 2004{tableau 3).

Tableau 3Principales especes réactives oxygéenées (Antwe20e6).

Espéeces réactives oxygéndee§)

Radicalaires Non radicalaires

‘OH Radical hydroxyle H.O, Peroxyde d’hydrogéne

RO Radical alkoxyl ROOH Peroxyde organique
ROO Radical peroxyl HOCI Acide hypichloreux
QO Anion superoxyde '0, Oxygéne singulet

NO Radical oxynitrique ONOO Peroxynitrite

Les radicaux libres oxygénésnt des espéces chimiques (atomes ou moléculeppsgedent
un ou plusieurs électrons célibataires (électramaygparié) sur leur couche externe (Gueye, 2007).
Cela leur confére une grande réactivité chimiquac(ista, 2003).

Leur hyperréactivité les engage dans des réactlerdenaturation des constituants cellulaires
de type peroxydation avec les glucides, les lipitesssprotéines et 'ADN, formants des produitstre
instables .Ceux ci donnent lieu a des réactionshaine générant de nouveaux radicaux libres
(Curtay et Robin, 2000).

L'espéce réactive primaire de I'oxygéne est I'anisuperoxyde (@ ) qui résulte de la

réduction univalente de l'oxygene moléculaire.Unange partie de l'anion superoxyde est
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transformée en peroxyde d’hydrogene@p) sous l'effet d’'une enzyme, le superoxyde disnaitas
(Milane, 2004).

A son tour, le peroxyde d’hydrogéne selon la iéactle Fenton peut se décomposer en
présence de cuivre cuivreux ou fer ferreux poumegomine espéce hautement réactive et a durée de

vie tres courte, le radical hydroxyl®©H) (figure 9) (Nzengue,2008).

Agent stressant

ID2
(oxygéne singulet)

H,0,
(peroxyde d'hydrogene)
ONOO-
’%,) (peroxynitrite)
(o)

7

OH®
(radical hydroxyle)

Figure Q.es différentes especes réactives oxygénées (Neefg08).

[1l.2. Sources des espéeces réactives oxygénées

Les ROS sont produits dans I'organisme par de meaxomécanismes tant exogenes ou
endogénegFigure 10).
[11.2.1. Sources exogenes

L’organisme humain est soumis a I'agression detifits agents capables de donner naissance
a des especes reactives oxygénees.

Les rayonnements UV induisent la synthése de aadidibres (@, OH 'O,) et des

molécules génératrices de radicaux libresOhi par I'intermédiaire d’agents photosensibilisants.
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Les radiations ionisantes provoquent égalementéleéiation de radicaux libres dérives de
I'oxygene.

L’ingestion d’alcool est suivie de la formation daslicaux libres selon divers mécanismes .La
xanthine oxydase et l'aldéhyde oxydase peuvent exyd principal métabolite de I'éthanol,
l'acétaldéhyde, avec production ¢'O.

L’éthanol stimule également la production d’aniaperoxyde par induction de la synthese
des NADPH oxydase, NADPH cytochrome réductaseueatytbchrome P450.D’autre part, Schisler
et Singh (1989) ont montré que I'alcool pouvait oioer I'activité des enzymes de protection (SOD-
GSH-Px).De méme, les concentrations sériques @migéh et vitamine E sont abaissées chez les
alcooliques et corrélées avec une atteinte hégaplis ou moins sévere.

Des toxiques tels que monoxyde d’'azote (NO) etdeydie d’azote (N@), présents dans notre
environnement (suies, goudron, tabac, polluantsistibls) participent a la genése de radicaux
libres, ils sont responsables d'une auto-oxydati®s acides gras polyinsaturés des alvéoles
pulmonaires. NO, N@ peuvent aussi réagir avec le peroxyde d’hydrogpreduit par les
macrophages au niveau des alvéoles pulmonairematdnaissance a des radicaDi .

La fumée de cigarette joue un réle majeur darfertaation de ces espéeces radicalaires, elle
contient NO, NQ et des fortes concentrations en composés insateréstimule par son action
irritante les macrophages des alvéoles pulmonéiféane, 2004).

D’autres facteurs peuvent conduire a la formati@s ROS : les xénobiotiques (toxines,
pesticides, herbicides) et médicaments, en plusatie¥ents qui peuvent contenir des oxydants
(Curtay et Robin, 2000 ; Diallo, 2005).

[11.2.2. Sources endogenes
L'une des sources majeurs des ROS est la chaipeatesre mitochondriale .Cette production
résulte de l'addition d’'un électron a I'oxygene émilaire.Une telle réaction est catalysée par le

cytochrome oxydase mitochondrial.
L£OFré —> Q (Marfak, 2003).

Autres chaines du transport d’électrons (ex : pgrms et microsomes) contribuent également
a la production du © " dans la cellule aérobiose .Les cytochromgs Bt by de la chaine du
transport d’électron des microsomes peuvent preddes ROS quand ils interrompent le cycle

redox normal et détournent le flux d’électrons \&s (Sevanian et al .,1990).
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D’autre part les ROS peuvent se produire au co@s processus pathologiques ou la
production du radical répond a une stimulation eitervient dans le processus
inflammatoire (NADPH oxydase et xanthine oxydage)tyverpen, 2006).

Les cellules phagocytaires activées sont le siegm g¢ghénomene appelé “explosion
oxydative”, consistant en l'activation du compledX&DPH oxydase, enzyme capable d'utiliser
'oxygéne moléculaire pour produire de grandes ttemnd’anions superoxydes au niveau de la
membrane cellulaire. Ce mécanisme lorsqu’il estrétd est capital dans la lutte infectieuse car il
permet la phagocytose des bactéries et des cagsyétes (Favier, 2003). D’ailleurs le systeme

xanthine/xanthine oxydase permet aussi la productel’anion superoxyde :

Xanthine + 20,+H,0 xanthine oxydase acide urique +20 +2H" (Marfak, 2003).

Une autre espéce réactive oxygénee produite aus abeirl'inflammation est le peroxyde
d’hydrogene (HO,); en vue de réagir directement ou de produireid@a hypochloreux par
l'intervention de myéloperoxydase.Cette espece (JGdst caractérisée par un pouvoir oxydant
nettement plus élevé que le®4.

H3'O +H,0, +CI"  myéloperoxydase HCIO +2HO ( Antwepen, 2006).

Le monoxyde d’azote est produit aussi par un systenzymatique NO synthétase (NOS), a
des fins de médiation par les neurones, les cslkielothéliales ou les macrophages (Favier, 2003).

D’autres systémes sont capables de produire les, R@® par exemple : les réactions
catalysées par les lipooxygénases et cyclooxygéndaes la voie de synthese des leucotrienes,
thromboxanes et prostaglandines (Babior et al 0220 les aldéhydes oxydases ou les protéines
hémiques qui peuvent oxyder leur fer () en ferl)(lavec production du radical ;O
(Antwerpen,2006).

C’est ainsi l'autooxydation des monoamines (dopemnepinéphrine, et norépinéphrine) ; et
I’'hémoglobine en présence de traces de métauxgualeément étre a l'origine de la production des
ROS (Gueye, 2007).
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[11.3. Stress oxydant

Dans les circonstances normales, les ROS sont ipgeden faible quantité comme médiateurs
tissulaires ou des résidus des réactions énergétigu de défense. Cette production physiologique
est parfaitement maitrisée par des systemes dasd#éfd’ailleurs adaptifs par rapport au niveau de
radicaux présents.

Dans ce cas, la balance antioxydant/prooxydanerestquilibre. Si tel n’est pas le cas que ce
soit par déficit en antioxydants ou par la suiteng’ surproduction énormes de radicaux, I'exces de
ces radicaux conduit agtress oxydant(Favier,2003 ; Haliwell et Whiteman ,2004).La puotion
excessive de radicaux libres provoque des lésiorstds de molécules biologiques (oxydation de
'ADN, des protéines , des lipides, des glucidaspis aussi des lésions secondaires dues au
caractere cytotoxique et mutagéne des métabolibésébs notamment lors de I'oxydation des
lipides.

En faisant apparaitre des molécules biologiquesnaales et en surexprimant certains genes,
le stress oxydant sera la principale cause initigelusieurs maladies : cancer, cataracte, seléros
latérale amyotrophique, syndrome de détresse esp@ aigu, oedeme pulmonaire, vieillissement
accéléré, maladies cardiovasculaires...etc. (Fa20€3).

lll. 4. Les antioxydants

Les antioxydants sont lI'ensemble de molécules stibbes d’inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de dé&uas especes réactives de I'oxygéne. lls peuvent
agir en réduisant ou en dismutant ces espéecessgndgeant pour former des composeés stables, en
séquestrant le fer libre, ou en générant du glistatfi-avier, 2003 ; Dan, 2008).

De nombreux antioxydants interviennent, il s’aginpipalement des systémes enzymatiques
et non enzymatiqug&igurel0) (Souley Amadou, 2004 ; Yoo et al ., 2008)

[11.4.1. Les antioxydants enzymatiques

Cette ligne de défense est constituée principaledetrois enzymes.ll s'agit de la superoxyde
dismutase (SOD), de la catalase et de glutathiovxpdase (GR).

Ces enzymes ont une action complémentaire sur $gadea radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d’hydrogene, conduisaateiment a la formation d’eau et d’oxygene

moléculaire.

20, +2H" superoxyde dismutase H,0, +0O,

|
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2H,0, Catalase 2H,0 +0,

v

H20,+2GSH  Glutathion perooxydase ~ 2H20 +GSSG
(Lehucher-Michel et al ., 2001)

[11.4.2. Les antioxydants non enzymatiques

Ce groupe des antioxydants renferme les protéiaeseduestration des meétaux, qui agissent
en diminuant la disponibilit¢ d’agents pro oxydantesmme F&/Fe’* ou CE'/Cu’ (ex: la
transferrine, la ferritine, I'albumine, caeruloptase...etc.).

D’autre part, il ya des molécules a faible poids moléculairqui agissent soit comme
cofacteurs des enzymes citées soit comme antiokydapre (Antwerpen, 2006).

Les antioxydants a action directe sont capabledodeer des électrons a I'oxygéne radicalaire
afin qu’ils puissent le piéger, 'empécher ainsttquer les structures biologiques. Ils peuveirt ag
comme agents réducteurs capables de passer leatsoBs aux ROS et les éliminer (Kohen et
Nyska, 2002). Ces molécules proviennent soit decesuendogenes (glutathion, mélatonine, acide
urique, la mélanine...), soit de sources exogenegrgggopar I'alimentation (ex : les caroténoides, la
vitamine E, la vitamine C (Curtay et Robin, 2006} composés phénoliques (Yoo et al ., 2008) et
surtout les acides phénoliques, les flavonoidestdeins, les coumarine (Siddhuraju,2007).

Origine et réponses cellulaires aux ROS

= - 3

L Sources exogénes

( Défenses antioxydantes

/ S

{ Sources endogénes

= Mitochondries - Systémes enzymatiques : UV

» Péroxysomes CAT. SOD. GPx = Radiations ionisantes

- Lipoxygénases = Systémes non-enzymatiques : -Toxines

- NADPH oxydase Glutathion et = inflammation (cytokines

» Cytochrome P450 vitamines (A. C et E) /

oNoO-  ROO o,
e S -
H,O, '\.;_7_7_30 57 _ NO-
Taux basal RO O, OH Taux éllevé
Homeéostasie Altération des fonctions physiologiques

+ Croissance normale * vieillissement

- métabolisme normal = maladie .
= mort cellulaire

Figure 1@rigine et réponse cellulaire aux ROS (Petropqu083)

24



[ ¢
partie CAITicTtale



Chapitre |
Matériel et méthodes



Chapitre 1 Matériel et méthodes

Matériet méthodes
[.1. Matériel

l.1. 1. Matériel végétal
Il est constitué des fruits dlizyphus lotus(Figurell), récoltés des régions de Batna en
Septembre Octobre 2007, 2008.
Les fruits ont été d’abord dénoyautés, endaifgartie comestible a été séchée a 'ombre a
I'abri de la lumiere, & température ambiante.
Apres séchage, la partie comestible a été brpgée obtenir une poudre fine, qui a servi

pour la préparation des différents extraits.

FigurellDifférentes parties du fruit dzizyphus lotus

l.2. Méthodes
1.2.1. Détermination de la teneur en eau

Pour déterminer la teneur en eau, on fait ungsideation de la matiere fraiche a la
température de 103+2Qdans une étuve isotherme ventilée a la pressiomsghérique
jusqu’a une mesure pratiguement constante (Aueigi .,1987).

La teneur en eau est la différence entre le pbéd&chantillon avant et apres la dessiccation
lorsque leur poids soit constant.

H%=_ M- M 00
P

H% : taux d’humidité ou teneur en eau.

M1: masse en g de la capsule avec I'échantillon deadéshydratation.
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M, : masse en g de la capsule avec I'échantillon aprdédhydratation.

P : masse en g de la prise d’essai.

1.2.2. Détermination de la teneur en cendre :

La teneur en matiere minérale est conventidemeint le résidu de la substance apres
minéralisation de la matiére seche des échantilleiis est obtenue par incinération a 500-
600C (Pinta, 1980 ; AOAC, 1984).

MO% = M1 - Mz  xi00
P
MO% : matiere organique.
M1: masse en g de la capsule et la matiere sechelaneimération.
M, : masse en g de la capsule avec les cendres.
P : masse en g de la prise d’essai.

La teneur en cendre est déterminée comme saitdre%=100-MO%

1.2.3. Préparation des extraits a partir des fruitsdu Zizyphus lotus:

Selon la méthode de Diallo et al (2004), diffdsetypes d’extraits ont été préparés a partir
des fruits pulvériséd-igure 12).
1.2.3.1. Extractions avec des solvants a polaritéaissante :

250 g de poudre ont été extraits avec 2000&thdr de pétrole et placés sous agitation
pendant 24h. Apreés filtration sur papier Whatmdarnmarc est ensuite mis en agitation avec
2000 ml de dichlorométhane pendant 24 h, puis 20i0@e méthanol pendant aussi 24h.

Les 3 types extraits ont été concentrés gmesau Rotavapor.
1.2.3.2. Extrait aqueux:
Une macération aqueuse a également été eftestr 50 g de poudre avec 500 ml d’eau

distillée et placés sous agitation pendant 24 méafiltration, I'extrait a été lyophilisé.
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[ Matériel végétale sec broyé]

Extraction afroid par
I'éther de pétrole (24h)

« Décantation

« Filtration
\ y

Filtrat

Résiduvégétalsec

: . , « Concentration a T=40°C
« Extraction par le dichlorométhane

« Décantation Extrait Etheropétroligue

* Filtration

Y
Résiduvégétalsec Filtrat
« Concentration a T=35°C

Extraction par le méthanol
» Décantation Extrait Dichlorométhanigue

« Filtration

' l

Filtrat

Résidu végétal sec

* Concentration a T=50°C

Extrait Méthanolique

Figure 12. Différentes étapes d’extraction par épuisementessize du matériel végétal.

1.2.4. Analyse des extraits dZizyphus lotus
[.2.4.1. Analyse qualitative des extraits dZizyphus lotus
1.2.4.1.1.Tests préliminaires
Mise en évidence des flavorides

A 3 ml de chaque extrait, on ajoute 5 ml d’ H@tide chlorhydrique), puis quelques
morceaux du magnésium.En présence des flavondidesr{e aglycone), une couleur rouge
est apparue (Ciulcl, 1982).
Mise en évidence des tanins :

L’ajout de trichlorure du fer (Fe§l1%, permet de détecter la présence ou non destan
La couleur vire au bleu noir en présence des tagaitigjues, et au bleu verdatre en présence
des tanins catéchiques (tanins condensés) (Dohadu,e2003).
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1.2.4.1. 2.Chromatographie sur couche mince

Pour une caractérisation partielle des extraits Zizyphus lotus, on utilise la
chromatographie sur couche mince, cette technigusédaration basée sur l'utilisation d’une
phase mobile (solvant) le long d’'une phase statoan(gel de silice), dont la séparation
dépend des phénomenes d’adsorption et de partage.

L’analyse des extraits ddizyphus lotus a été réalisée sur des plaques de gel de siliae ave
indicateur de fluorescent (20x20cm, 60 F254), sédométhode de Diallo et al (2004) avec
guelques modifications,les quatre extraits onté&tgous dans leur solvant d’origine.

L’analyse des extraits polaires (AQ, MET) €ft@uée par un systeme de séparation BAW
(butanol/acide acétique/eau) avec des proportiodd $/35). Alors pour les extraits apolaires
(DCM, ET) on utilise le systeme (éther de pétraléfate d’éthyle) avec les proportions (8/2).

5 pl de chaque extrait (10mg/ml) et de stand2nag/ml), sont déposés et les plaques sont
ensuite introduites dans la chambre de migrati@alpblement saturée par la vapeur de la
phase mobile. Aprés migration, les plagues sortiéss; puis visualisées par 3 systéemes de
révélation :

» Révélation physique sous UV a 254nm.
» Reévélation physique sous UV a 366nm.
* Reévélation chimique par une solution de vanillinéwsique.
» Reévélation chimique par une solution éthanolique RRPH a 2,4% pour la
détection des extraits ayant une activité antioryel@Juma et Majinda, 2004).
Les rapports frontaux (RF) des spots issus deparagon sont calculés (le rapport frontal est
le rapport entre la distance parcourue par la taethelle du solvant) et comparés a ceux des

témoins permettant ainsi I'identification de diéts extraits.

1.2.4.1. 3.Chromatographie liquide & haute performace HPLC —RP-C18

Pour analyser les différents extraitsZimyphus lotus I’ HPLC -RP-C18 a été utilisé.
La chromatographie liquide a haute performancphase inverseest une technique de
séparation, dans laquelle la phase mobile est quidk polaire (solvant), et la phase
stationnaire est une colonne (125 x 4,6mm) étratgnemballée par des particul€48
(apolaire), ces particules ayant un diameétre mdmdOum, ce qui nécessite de pomper la
phase mobile a travers la colonne a haute presséoopompe garde un débit précis de sorte
gue le temps de rétention de chaque pic peut &mglogé pour identifier des pics de

I’échantillon a tester.
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Ceci est fait par comparaison des chromatogmesnmes standards avec celui de
I'échantillon.

Dans notre analyse, nous avons utilisé uneoéligiocratiqgue dans laquelle une seule source
du solvant utilisée pour €luer les composons\&etsla colonne .La phase mobile utilisée est
un meélange méthanol /eau (60/40), le débit de és@mobile est 0,5 ml/min. La température
est réglée a 40 ClLe détecteur utilisé est un détecteur UV & umgleur d’onde 254nm
(Kuntie et al ., 2007).

1.2.4.2. Analyse quantitative des extraits dZizyphus lotus
1.2.4.2.1. Dosage des polyphénols

Les polyphénols sont estimés par la méthode de Ribicalteu (Wong et al ., 2006).Ce
dosage repose sur le réactif de Folin Ciocalteu egii constitué d’'un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdiquexydation des phénols réduit, ce réactif
en un mélange d’oxyde bleus de tungsténe et dehuéhe .I'intensité de la couleur est
proportionnelle au taux de composés phénoliquedésxy Boizot et Charpentier,2006).

200 pl de chaque extrait (dissous dans le méthaour les extraits organiques, et I'eau
distillée pour I'extrait aqueux) sont ajoutés aldulréactif de Folin Ciocalteu dilué 10 fois,
aprés 4 min, 800 ul d’'une solution de carbonatsatlium (75g/l) sont ajoutés. L’absorbance
est mesurée a 765 nm aprés 2h d’incubation. Leseotrations des polyphénols sont
déduites a partir des gammes d’étalonnage étables 'acide gallique (0-200ug/ml) et sont
exprimées en microgramme d’équivalent d’acide gadli par milligramme d’extrait (u1g
EAG/mg).

1.2.4.2.2. Dosage des flavoiides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahoreinal .,1996) est utilisée pour quantifier
les flavonddes dans les différents extraits Zlayphus lotus .1 ml de chaque échantillon et du
standard ( préparés dans le méthanol pour lesitsxtseganiques et I'eau distillée pour
'extrait aqueux )avec dilutions convenables sojutegs a 1 ml d’AIG (2 % dans le
méthanol). Aprés 10 min d’incubation, I'absorbaesélue a 430 nm. Les concentrations des
flavonddes sont déduites a partir des gammes d’étalonéiipies avec la quercétine (O-
35ug/ml), et sont exprimées en microgramme d’édeintade quercétine par milligramme
d’extrait (Lg EQ/mg).
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1.2.4.2.3. Dosage des tanins condensés

Le dosage des tanins condensés dans les exttaizyphus lotus est effectué selon la
méthode de Broadhurst et Jones (1978), modifiédéipanler et al. (2006). Le principe de ce
dosage est basé sur la fixation du groupement wditflre de vanilline sur le carbone 6 du
cycle A de la catéchine pour former un complexewgtophore rouge qui absorbe a 500nm
(Schofield et al .,2001(Figure 13).

Vanilline Couleur rge

Figurel3.La réaction entre la vanilline est les tanins coiség(Schofield et al ., 2001).-

Pour 400ul de chaque échantillon ou stahdar ajoute 3ml d’'une solution de vanilline

(4% dans le méthanol), et 1,5 ml d’acide hydrodhlee concentré. Le mélange est incubé
durant 15 min et 'absorbance est lue a 500nm.

Les concentrations des tanins condensés soniteledu partir des gammes d’étalonnage

établies avec la catéchine (0-300ug/ml), et sompriees en microgramme d’équivalent

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

1.2.5. Tests des activités biologiques
1.2.5.1. Activité antimicrobienne

Souches microbiennes testées

Les souches microbiennes utilisées s&iaphylococcus aureus (ATCC 25923)
,Escherichia coli (ATCC 25922) ,Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) Salmonella
thyphimurium ,Klebsiella pneumonia ATB (1476), Candida albicans.
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Test antimicrobien

Afin d’évaluer l'activité antimicrobienne des extsades fruits obtenus, nous avaridisé
la méthode de diffusion en milieu gélosé

Le principe de cette méthode est d'utiliser dessjues de papier Whatmann de 6mm de
diameétre. Les disques ont été imprégnés dans @lifiés solutions (1g/ml) des extraits dissous
dans le DMSO (dimethylsulfoxide) pour les extraitganiques, et dans I'eau distillée stérile
pour I'extrait aqueux (Un disque imbibé par le DM&CGété employé en tant que contrble
négative).Puis déposés a la surface d’'un milieundtilonné par une suspension microbienne
d’'une densité optique de 0,5McFarlend. Nous avditisaipour les souches bactériennes le
milieu Muller Hinton, et le milieu Saboroud pdarlevure. A la fin de la durée d’incubation
(18-24h pour les souches bactériennes et 48h pdewlire a3%), les diamétres demnes

d’inhibition ont été mesurés (Choi et al ., 2006).

1.2.5.2. Tests d’activité antioxydante :
1.2.5.2.1. Test du blanchissement df caroténe

L’activité antioxydante des extraits ddizyphus lotus est mesurée selon la méthode de
Khartal et al (2007).Dans ce test la capacité aptiante est déterminée en mesurant
linhibition de la dégradation oxydative d@ caroténe (décoloration) par les produits
d’oxydation de I'acide linoléique.

L’émulsion deB- caroténe /acide linoléique est préparée par sislation de 3 mg de
carotene dans 1 ml du chloroforme ,25ul de I'adideléique et 200mg de tween 40 sont
additionnés, le chloroforme est complétement év@parrotavapeur, par la suite 100ml d’eau
oxygénée est ajouté, I'émulsion résultante eséagitgoureusement.

350ul de solution d’extrait ou antioxydant dérénce (BHT) (solubilisé dans le méthanol
sauf I'extrait aqueux dans I'eau distillée (2mghdpnt additionnés a 25 ml de I'émulsion
précédente.

La cinétique de décoloration de I'émulsion erspnce et en absence d’antioxydant
(contréle négatif dans lequel I'échantillon est ptaxée par 350ul de méthanol) est suivie a
490nm a des intervalles de temps régulieres pend8@heures .L’activité antioxydante
relative des extraits (AAR) est calculée selond@tipn suivante :

AAR=Ahsgn (échantillon)/Abs=4gn (BHT) X100
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1.2.5.2.2. Effet scavenger du radical DPPH :

Afin d’étudier l'activité antiradicalaire des thfents extraits, nous avons utilisé la méthode
basée sur le DPPH (diphényl picryl hydrayl) commeradical relativement stable ,selon le
protocole décrit par Mansouri et al (2005).Dangest les antioxydants réduisent le diphényl
picryl hydrayl ayant une couleur violette en un pase jaune , le diphényl picryl hydrazine ,
dont l'intensité de la couleur est inversement pripnnelle a la capacité des antioxydants
présents dans le milieu a donné des protons (SaiMbeeno,2002).

La solution de DPPH est préparée par solubitisade 2,4 mg de DPPH dans 100ml de
meéthanol .50ul des solutions d’extraits ou standareercétine) sont ajoutés a 1,95ml de
DPPH, le mélange est laissé a I'obscurité pendantir3 et la décoloration par rapport au
contr6le négatif contenant uniguement la solutie®&@PH est mesurée a 517nm.

L’activité antiradicalaire est estimée selon laton suivante :

% d’activité antiradicalaire= [(Abs 517 controle-Abss;z7échantillon)/Abss; controle] x100

Les concentrations des extraits dans le miliéactionnel sont comprises entre O-
12,5mg/ml, 0-4mg/ml,0-2,5mg/ml,0-Img/ml pour lestraks :ET, DCM, MET, AQ
respectivement. Alors que pour les antioxydantadsted (Rutine, Quercétine, BHT) sont

comprises entre 0a50ug/ml et entre 0a25pg/ml Eoutamine C.

1.2.5.2.3. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont expem@soyenne +SD. Les sigiides de I'activité
antiradicalaire des différents standards et estraiint effectués par le logiciel (Graph Pad
Prism V 5,00).

La différence entre les extraits et les cong@ela détermination des taux de signification

sont effectués par test ANOVA suivi du test Tukey.
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II.1. Détermination de la teneur en eau dans les tiits du Zizyphus lotus

Afin de déterminer la teneur en eau dans les foitdizyphus lotus, nous avons
utilisé la méthode d’Audigie et al (1987), donblat est d’exprimer les résultats des

constituants biochimiques par rapport a la maséhe.

Tableau 4.La teneur en eau et de matiere seche des frudszgihus |otus

Teneur en eau (g/100g) Teneur en matiere seche (g/100g)

8,96+0,73 91,03+0,73

Les valeurs représent@moyenne de 30 essais +SD

Comparativement aux valeurs trouvées chez d’auaeétés du méme genre
d’occurrence, |1&izyphus mauritiana (Grosskinsky, 1999¥izyphus spina christi
(Anthony, 2005) eZizyphus jujuba (Catoire et al ., 1994), dont la teneur en eau est
comprise entre 46 a 85%,la valeur que nous avaes0e poulizyphus lotus est
nettement faible (8,96+0,73%).

Ce ci s’expligue probablement par sa conservatamtant de longues durées,
et méme la différence des conditions climatiquda etpartition géographique.

II.2. Détermination de la teneur en cendre dans leBuits du Zizyphus lotus

La teneur en cendre diizyphus lotus a été déterminée apres incinération, la

cendre grisatre obtenue représente les diversetasigies minérales.

Tableau 5.La teneur en cendre et de matiere organique dis ftuZizyphus lotus

Teneur en cendre (g/100g) | Teneur en matiére organique
(9/1009)

3,5+0,31 96,5+0,31

Les valeurs représentamhbyenne de 30 essais +SD

Selon Murdock (2002), la teneur en éléments minedauce fruit est (0,82% de

matiere séche), qui est une valeur inférieure la del notre échantillon (3,5%).
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11.3. Préparation des extraits a partir des fruitsdu Zizyphus lotus

La préparation des extraits a partir des fruitsZtyphus lotus a été effectuée
selon la méthode de Diallo e. (2004) modifiée. Cette méthode est basée sur
l'utilisation des solvants a polarité croissante th@E de pétrole
—Dichlorométhane>Méthanol), avec la préparation d’une macérationeaga a

10%. De ce fait, quatre différents extraits ontakitenus.

> L’extrait éthérique (ET), qui représente I'extrait le plus apolaire, et laspl

riche en matiere grasse.

» L'extrait dichlorométhanique (DCM), représente I'extraitmoyennement

apolaire
» L’extrait méthanolique (MET) représente I'extrait polaire
» L'extrait (AQ), représente |'extrait le plus polaire.

La couleur, l'aspect ainsi que le rendement degjebaextrait par rapport au

poids du fruit sec sont représentés dartableau 6ci-dessous.

Tableau 6.Aspects, couleurs et rendement des divers exthaifauit Zizyphus lotus

Extrait Aspect Couleur Rendement
ET Huileux Vert 0,36%
DCM Huileux Vert noir 0,28%
MET Pateux Marron foncé 6,4%

AQ poudre Marron clair 40,4%

Les résultats obtenus montrent que parmi les quatteits, I'extrait (AQ)
représente le rendement le plus élevé (40,4%)i paivl’extrait méthanolique 6,4%,
alors les extraits apolaires possedent les rendsmmas, dont I'extrait éthérique

(0,36%) suivi par I'extrait dichlorométhanique(892).

34



Chapitre |l Résultatslescussion

L'utilisation de différents solvants a polarité fdilente permet de séparer des
composeés selon leur degré de solubilité dans lasbld’extraction. Cette méthode
d’extraction menée a température ambiante et sgitstian contenue, permet
d’extraire le maximum des composants bioactifseeprevenir leur dénaturation ou
modification probable, dont la température élev@evggque [Iinactivation des
composeés phénoliques, la diminution de leur exbéité dans le solvant, aussi

affecte leur quantification (Hagermann et al ., @00
I1.4. Analyse des extraits duZizyphus lotus

11.4.1.Analyse qualitative des extraits duZizyphus lotus
11.4.1.1.Tests préliminaires
Tableau 7.Résultats des testes préliminaires des flavonatides tanins

sur les différents extraitsZizyphus lotus

Extraits Métabolite testé Couleur résulte Résultats
ET i -
DCM Flavonadide - -
MET Couleur rouge +
AQ Couleur rouge +
ET - -
DCM Tanins - -
MET Bleu verdatre +
AQ Bleu verdatre +

A I'égard des résultats obtenus, la présence @esribides et des tanins dans
les fruits duZizyphus lotus est évidente, ce qui est en accord avec les aéswalbtenus
par Borgi etal. (2007(b)).
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Les extraits polaires montrent une présence desrftades plus importante que
les extraits apolaires, ce ci peut étre attribug différence du degré de polarité des

flavonaides, dont les flavonoides polaires représentenaddion la plus élevee.

L'apparition de la couleur bleu verdatre reflete paésence des tanins
catéchiques (condensés) dans les extraits pola@les son absence total dans les
extraits apolaires. Les mémes résultats sont teopaé Borgi etl. (2007(b)), qui ont
effectué le test préliminaire des tanins sur défifdés extraits obtenus a partir des
différents organes ddizyphus lotus, dont ses résultats ont révélé la présence des
tanins dans les extraits polaires (aqueux et métiamre), et leur absence dans
'extrait chloroformique (solvant équivalent du pbi de vue polarité au
dichlorométhane utilisé dans le présent travail).

11.4.1.2. Analyses chromatographiques
11.4.1.2.1. Chromatographie sur couche mince

Pour une caractérisation partielle des différemtsaés duZizyphus lotus, une
chromatographie sur couche mince (CCM) a été gmlikes standards utilisés sont
des composés phénoliques. La rutine (Rut), quekcé@ue), catéchine (Cat) sont des
flavonoides, l'acide tannique (At) et l'acide gglie (Ag) sont des acides
phénoliques. Le systéme de migration utilisé (BAWtanol-acide acétique- eau
(60/15/35) permet seulement de séparer I'extraif M&ors pour les extraits DCM et
ET, le systeme de migration (Ether de pétrole/aedtathyle) (8/2) a été employé

MET AQAg At Que Rut Cat

Figure 14.Chromatographie sur couche mince des extraitsresldes fruits du
Zizyphus lotus apres révélation par la vanilline sulfurique
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MET AQ Ag At Que Rut Cat

Figure 15.Chromatographie sur couche mince des extraitsrdés fuZizyphus
lotus (Observation sous la lampe UV (254nm))

ET DCM ET DCM

Figure 16.Chromatographie sur couche mince des extraits apsldes fruits du

Zizyphus lotus (Révélation par la vanilline sulfurique)
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AQ MET RutQue ET DCM
Figure 17Chromatographie sur couche mince des extraitsrdes tu

Zizyphus lotus (Révélation par une solution de DPPH)

Tableau 8 Rapports frontaux et couleurs apres révélatiea standards

Standards Couleur aprées révélation RF

(vanilline sulfurique)

Catechine Rouge 0,87
Quercétine Jaune orange 0,93
Rutine orange 0,52
Acide gallique Mauve 0,86
Acide tannique Mauve 0,83

Aprés révélation, deux taches apparaissemt ffExtrait MET, elles sont visibles
sous les révélateurs (vanilline sulfurique, UV @%det UV366nm)Figure 14,15).

La mesure des rapports frontaux de chacune dessaévele que I'une des
tache correspond a la quercétine (RF=0,93) etréaauta rutine (RF=0,52), ceci est en
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accord avec les résultas obtenus par Kriventséirakhanova (1970) qui ont montré

la présence des polyphénols et de la rutine darfsuiégs duZizyphus lotus.

Alors pour le systeme (Ether de pétroleitect’éthyle) (8/2), plusieurs taches
apparaissent pour les extraits apolaires (ET, D@WvhHc des couleurs mauves, et

roses, témoignant probablement la présence dedsséérterpeneg-igure 16).

La révélation de la plaque par la solutidmaéblique de DPPH est une CCM de
criblage qui permet I'obtention d’'une vue prélimneasur I'activité antioxydante des
différents extraits testés. Les substances actues visualisées comme des taches

jaunes sur un fond violéFigure 17).

Globalement, I'intensité des taches jauneplest dense dans les extraits polaires
(AQ, MET) par rapport aux extraits apolaires (ETCND) qui ne présentent aucune
tache jaune. Notant toutefois qu’un résultat négétienu pour un extrait testé ne doit

pas exclure la présence de substances activeselagstrait.

L’'une des taches apparaissent pour I'extrdtliMune tache jaune correspondante
a la rutine (RF=0,52), ce qui confirme le résulthtenu sous la révélation par la
vanilline sulfurique, alors nous avons remarquébdénce de la tache qui est
normalement correspondante a la quercétine, cegi @ee attribué a la faible
concentration de la quercétine présent dans |'égdluantesté. Alors pour I'extrait AQ
une tache jaune apparue, ayant un (RF=0,93) camdgpt a la quercétine qui

n'apparait pas sous les autres révélateurs.
11.4.2.2. Chromatographie liquide a haute performance HPLC —RfP-C18

L'HPLC-RP C18 permet d’identifier la présence deslques substances dans
chacun des quatre extraits étudiés, par comparaistbe le temps de rétention des
standardgFigurel8) et les chromatogrammes des extraits.
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Tableau 9. Temps de rétention des standards testés

Standards (TR) min
Quercétine 6,5

Rutine 3,3

Catechine 1,7
Acide cafféique 19
Acide tannique 1,64
Acide gallique 1,67

Les résultats obtenus sont montrés dans le tablggaant :

Tableau 10.Les standards détectés dans les différents exthaiti zyphus lotus

Quercétine Rutine Catechine A.cafféique A.gallique Atannique

ET - - + + - -
DCM - - T + - -
MET - - - + 3 ;

AQ + - + - - -

L’analyse des différents extraits par 'HPLErmet d’identifier la présence de la
catéchine et I'acide caféique dans les extrait$aies (ET, DCM)(Figure 19,20)

Alors pour I'extrait MET (figure 21), l'acide caféique est le seul composant
détecté, ceci est correspondant au résultat olganiCapanoglu edl. (2006) qui a

réalisé 'HPLC sur I&izyphus vulgaris

Pour I'extrait aqueuxFigure 22), deux composants sont détectés, la catéchine et la

guercétine qui est apparu précédemment apres tiévetar la solution du DPPH.
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Figure 22 Chromatogrammes obtenus pour I'extrait aqueuXidyphus lotus

I1.4.2. Analyse quantitative des extraits des frug du Zizyphus lotus

Afin de caractériser les différents extratggarés a partir des fruits dizyphus
lotus ,un dosage des polyphénols totaux , des flavon@tdss tanins a été effectué.
Le choix du dosage de ces substances résidealfaisdue la majorité des propriétés
antioxydantes des plantes leur sont attribués.

La méthode du dosage des polyphénols totaux kstieeFolin —Ciocalteu (Li et al .,
2007). L’acide gallique a été utilisé comme stadd&andis que celui des flavonoides
a eteé realisé selon la méthode de trichlorure dialium (Bahorun et al ., 1996) ,en
utilisant comme standard la quercétine, enfin cédisi tanins condensés a été
effectué selon la méthode de vanilline (Broadhetstones 1978), modifiée par

Heimler etal. (2006), en utilisant la catechine comme standagd.résultats sont

représentés daies tableaull et les gammes d’étalonnage danditpsres 23, 24,25
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Tableau 11Dosage des polyphénols totaux, des flavonoidesstahins condensés

dans les différeatsraits du fruit dwizyphus lotus

Extrait Polyphénols @ Flavonoides® Tanins®
ET 2,34+0,54 0,64+0,4 -
DCM 1,99+0,12 0,71+0,5 -
MET 5+0,00 0,83+0,17 4,57+0,94
AQ 5,8+1,24 1,8D,26 6,77+£1,95

@ 11g d’équivalent d’acide gallique par milligrammextrait.
® g d’équivalent de quercétine par milligrammexttit.
© g d’équivalent de catéchine par milligrammextiait.
Les valeurs représentent la moyefen® a 4 mesures + SD.

Les résultats du dosage des polyphénols totauxtreminque les extraits
polaires (méthanolique et aqueux) sont les estias plus riches en polyphénols,
dont les valeurs sont trés proches (50,00 veBbsisl,24). D’autre part les extraits
apolaires (éthériqgue et du dichlorométhanique) mwmintré des valeurs voisines
(2,34+0,54 versus 1,99+0,12).

Dans une étude faite sur cing variétés du jujuleoth (Zizyphus jujuba), Li et
al. (2007) ont dosé les polyphénols totaux par la méthiedFolin-Ciocalteu dans des
extraits polaires obtenus par extraction a basénanét/eau (4 :1 v/v) ; le résultat
obtenu pour I'un des cing variétéZiZyphus jujuba Sanbianhong) (5,18+0,29 ug
EAG/mg d’extrait) est presque similaire a celui esht avec I'extrait aqueux du
Zizyphuslotus (5,18+1,24 pg/mg d’extrait).

La deétermination quantitative des flavonoides uwtgar la méthode du
trichlorure d’aluminium révele que l'extrait aquewst I'extrait le plus riche en
flavonoides avec une teneur de (1,82+0,26ug EQ/regtrdit), suivi par I'extrait
méthanolique (0,83+0,17 pg EQ/mg d’extrait). Pasuée vient les extraits apolaires
(ET, DCM), dont l'extrait dichlorométhanique aveoe teneur de (0,71++0,5ug
EQ/mg d’extrait), suivi par I'extrait éthérique §4;£0,4 ug EQ/mg d’extrait).
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Capanoglu eal. (2006) ont dosé les flavonoides dans I'extrait ragthique du
Zizyphus vulgaris, ou ils ont trouvé une valeur supérieure (5,93l)gacelle trouvée
dans I'extrait méthanolique dizyphus lotus (0,83 pug/ml).

En tenant compte de la polarité des extraits, paagit que la teneur en
flavonoides dans leZizyphus lotus augmente avec la polarit¢ de [I'extrait
(AQ>MET>DCM>ET). Pawliska etal. (2009) a fait une étude sur deux especes
Zizyphus jujuba et Zizyphus spina-christi, dont ils ont attribué la différence de teneur
en flavonoides entre les fruits, non seulemenéspéce, mais aussi aux conditions de
croissance, comme le sol, les conditions enviroatestet géographiques durant le
développement du fruit, le dégrée de maturatida différence génétique.

Le dosage des tanins condensés montrent la hangtertde ces molécules dans
les extraits polaires (méthanoliqgue et aqueux),t d@xtrait aqueux représente
lextrait le plus riche (6,77+1,95 png ECT/mg d'edty, suivi par Iextrait
meéthanolique (4,57+0,94 nug ECT/mg d’extrait)

L’examen de ces résultats permet de mettre erege@une corrélation linéaire
significative (R=0,79 p<0,05) entre la teneur des extraits en flavonoidegne
composeés phénoliqudfigure 26). De méme, une corrélation linéaire significative
(R°=0,98, 0,05) entre la teneur des extraits en tanins caédert en composés
phénoliquegFigure 27).

Ceci apparait logique, ou les flavonoides etdeats représentent les composés

prépondérants des polyphénols.

2,5 y = 0,0116x + 0,0375
R%= 0,998

Absorbance a 765nm

0 50 100 150 200 250

Concentrations en (ug/ml)

Figure 23.Droite d'étalonnage de I'acide galliqgmoyenne + SD de deux essais)

46



Chapitre |l Résultatslescussion

y = 0,0661x + 0,0112
2,5 R2 = 0,9984

absorbance a 430nm

(o] 10 20 30 40 50

concentrations (ug/ml)

Figure 24.Droite d’étalonnage de la quercétimoyenne = SD de deux essais)

0,7 y = 0,0021x + 0,004
0,6 R?=0,9975

Absorbance a 500nm

0 100 200 300 400

concentrations (ug/ml)

Figure 25.Droite d’étalonnage de la catéchifimoyenne £ SD de deux essais)
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R’=0,7948

Quantité en polyphénols totaux (ug EAG/mg)

T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
guantité en flavonoides (ug EQ/mg)

Figure 26.Corrélation linéaire entre la quantité en polyphgénotaux et la quantité
des flavonoides des différents extraits du fZigyphus lotus (p<0,05)
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Figure 27.Corrélation linéaire entre la quantité en polyahigénotaux et la quantité
des tanins condensés des différents extraitsuitizizyphus lotus (p<0,05)
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[1.5. Activités biologiques
[1.5.1. Activité antimicrobienne des extraits duZizyphus lotus
L’activité antimicrobienne des différents extraikss fruits duZizyphus lotus a

éte évaluée par la méthode de diffusion en mili€osg, en mesurant les diametres

des zones d'inhibition de la croissance microbigfingure 29).

Tableau 12.Diamétres des zones d’inhibition de la croissamézobienne obtenus
par différents extraits dzizyphus lotus

Extraits  Staphylococcus Escherichia Pseudomona Klebsiella Salmonella Candida
aureus coli aeruginosa pneumonia thyphimurium albicans
ET 22,07+0,81 45,7240 10,32+1,65 17,160 - 9+0

DCM  14,13+0,58 - - - - -

MT 16,45+0,49 6,29+0,05 9,76+1,81 - - -

AQ 17,41+1,71 - - - 7+0 12+0

Les valeurs sont une moyenne de 3 a 4 essaistSRdiles sont mesurées en mm)

Tous les extraits ddizyphus lotus se sont révelés actifs avec un degré
différent, lié au contenu des extraits aux substsna activité antimicrobienne.
Ghédira (1995) a montré qu'un alcaloide de cetige@s présente une activité
antibactérienne significative, sans négliger I'effgnergique des autres molécules a

effet antimicrobien.

D’aprés les résultats obtenus, il appagai toutes les souches microbiennes
testées sont inhibées au moins par I'un des exti@tqui confirme le spectre large de

I'activité antimicrobienne de ce fruit.

L’extrait éthérique duZizyphus lotus semble avoir I'effet inhibiteur le plus
puissant, parmi les quatre extraits, en présent@stzones d’inhibition de croissance
avec toutes les souches microbiennes Salrfonella thyphimurium, de méme cet
extrait montre la plus grande zone d’inhibitionj gst apparue aveescherichia coli
(une zone d’inhibition > 45mm), supérieure a tolésszones obtenues apres test des

antibiotiques sur la méme souche (Amoxilline 22r@xefoxitine 26mm).
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Cette activité de I'extrait éthérique peut s’expbkq par I'effet antimicrobien
puissant des composés apolaires de l'extrait eériUne étude faite par Nasif
(2002) sur les graines dfizyphus spina christi a montré que les acides gras de la
fraction lipidique présentent une forte activité contecoli. L'extrait (DCM) a

montré seulement une activité a\i@aphylococcus aureus.

Les extraits polaires drizyphus lotus ont montré une activité antimicrobienne
avec toutes les souches microbiennes sHidbsiella pneumonia, ['extrait
méthanolique a montré des zones d’inhibition avesstsouches bactériennes
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa), alors I'extrait
(AQ) a une activité avecaphylococcus aureus, Salmonella thyphimurium et
Candida albicans.

Il est apparait que I&aphylococcus aureus (gram positive) est la bactérie la
plus susceptible par comparaison avec les autigshes (gram négative) ; ceci peut
étre attribué a la différence de la structureeetds bactéries gram positives et les
bactéries gram négatives. La paroi cellulaire destdries gram positives est
constituée par une seule couche alors que la palloiaire des gram négatives a une
structure multicouche liée par une membrane céltukexterne (Ali-Shtayeh et al .,
1998)(Figure 28)

Gram+ Gram-

Figure28Structure de la paroi bactérienne (Ali-Shtayehl et 1998)
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Zones d’inhibitions de I'extrait MET si8taph a Zones d'inhibition de I'extrait ET s@®aph a

Zones d’'inhibitions de I'extrait ET suE coli Zones d’'inhibitions de I'extrait AQ su€andida a

Zones diitions de I'exrait ET suKlebsiellap
Figure 29.Zones d’inhibitions obtenues par différents exérdiiZizyphus lotus

51



Chapitre |l Résultatslescussion

[1.5.2. Activité antioxydant
[1.5.2.1.Test du blanchissement df-carotene

Dans ce test, 'oxydation de I'acide linoléique géndes radicaux peroxydes, et
des hydroperoxydes diéne conjugués (Kaur et Ka@®®?2). Ces radicaux libres vont
par la suite oxyder Ig-carotene hautement insatif@gure 30) qui perd ses doubles
liaisons entrainant ainsi la disparition de sa eoul rouge, qui est suivi
spéctrophotométriquement a 490 nm. Cependant laepcé d'un antioxydant
pourrait neutraliser les radicaux libres dérived’deide linoléique, et donc prévenir
'oxydation et le blanchissement dit+caroténe (Yanishilieva et Marinova ,1995 ;
Yang et al ., 2008)

.

I
T’__.- HH"-—.

- J
-
mmi

\ Q\/\/\w\\(\

Figure 3@®tructure chimique décarotene (Diallo, 2005)

La cinétique du blanchissement ¢carotene en absence et présence des
extraits duZizyphus lotus, du BHT et les activités antioxydantes relativR8R) sont

représentés daifsigure 31,32).

D’aprés ces résultats, il est évident que le BHTestextraits testés inhibent
d’'une maniere significative §0,01) I'oxydation couplée de I'acide linoléiquedetf}-
caroténe par rapport au contréle négatif qui repres(100%) de la peroxydation.

L'extrait agueux (AQ) montre la plus grande acévinhibitrice, dont son
activité antioxydante relative est 85,05%, maidecettivité reste significativement
inférieure (p<0,001) a celle du BHT (100%) utilisé comme contridsitif.

Une activité antioxydante intermédiaire a été oléen qu’avec I'extrait
meéthanolique (MET) (69,24%) qui a une activité digativement supérieure {p
0,001) a celle de I'extrait éthérique (36,48%).
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L’activité de ce dernier est statistiguement siirglaad celle de I'extrait du

dichlorométhane (33,9%) qui représente |'extraink@ns actif.

En comparaison avec BHT, I'extrait aqueux (AQ) EStfois moins actif que le
BHT, l'extrait du dichlorométhane (DCM) est 2 foimoins actif que I'extrait
méthanolique, et 2,5 fois moins actif que I'extrafjueux , et presque 3 fois moins

actif que le BHT.

Le test de blanchissement glearotene a été réalisé par Kamiloglalet(2009)
sur les extraits méthanoliques de 50 génotypedayphus jujube , ou la moyenne de
I'activité antioxydante obtenue est 73% qui est ualeur modérément supérieure a
celle obtenue de I'extrait méthanolique Zlayphus lotus (69,24%).

En effet, une corrélation linéaire remarquablegificative (R=0, 99, 50,05)
a été mise en évidence entre I'ARR (activité anfitante relative) des extraits du
Zizyphus lotus et leur teneurs en composés phénoligiiegure 33). Ce ci est en
accord avec les résultats obtenus par Yaral) €2002) qui ont rapporté qui il y a une

corrélation entre le contenu en composants phéaredigt la capacité antioxydante.

Dailleurs, il y a une autre corrélation signifinet (R°=0, 99, £0,05), entre
I'AAR et la teneur en tanins condensés des diffisrertraits dwZizyphus lotus
(Figure 34), alors cette corrélation est non significative eMthAR et la teneur en

flavonoides des différents extraits.

Ces résultats nous permettent de déduire le rgertant des polyphénols des
extraits duZizyphus lotus, et précisément les tanins condensés dans I'&tivi
antioxydante relative, ou leur noyau phénolique onfere une activité
antioxydante puissan{@eronny, 2005).

D’'une maniere générale, ces résultats sont en écaeec la littérature qui
suggere que l'activité antioxydante des extraigét@ux dépend du type du solvant
d’extraction et de sa polarité, dont la distriboti@les substances a activité
antioxydante entre les différents extraits dépemgalarité des extraits (Kang et al .,
2003).
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Figure 31.Cinétiquede blanchissement @dcarotene a 490 nm en absence et en
présence des extraits diruphus lotus, du BHT, (chaque valeur représente la
moyenne de trois essais)

150+

100+

50

-

% activité antioxydante relative

&

Figure 32.Activité antioxydante relative des extraits du ffraii Zizyphus lotus, du
BHT dans le systeme caroténe /acide linoléige \(hleurs sont la moyenne de trois
mesures + SD), les barres avec des lettres ditigsendiquent des activités
significativement différentes 0,05).
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Figure 33. Corrélation linéaire entre la teneur en polyphénds Ile

pourcentage de I'activité antioxydante relativeQ®5).
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Figure 34.Corrélation linéaire entre la teneur en taning gtdurcentage

de l'activité antimlante relative (0,05).
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11.5.2.2. Effet scavenger du radical DPPH

L’activité antioxydante des différents extraits diryphus lotus vis-a-vis le
radical DPPH a été évaluée spectrophotomeétriquesteisuivant la réduction de ce
radical qui s’accompagne par son passage de lawouiolette a la couleur jaune a
517 nm(Figure 35).

. ©
./ H
0N N—N 03N N—N

Diphenylpicrylhydrazyl Antioxydant-OH — DiphenylpicrylhydrazineAntioxydant-O-

(Couleur violet) (Couleur jaune)

Figure 35.Réaction d’'un antioxydant avec le DPPH (Moline2&04).

Le DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est un raalitibre organique, toujours utilisé
comme un réactif pour évaluer l'activité antiradtid@e des antioxydants (Oyaizu,
1996).

Le DPPH est caractérisé par son adaptatigiusieurs échantillons dans une
courte durée, aussi il est assez sensible pourtdétes ingrédients actifs a des basses
concentrations, a cet effet, il a été employé péarcriblage des activités
antiradicalaires des extraits végétaux (Yi et 2D(8).

Les profiles d’activité antiradicalaire obterfgigure 36,37) révelent que les
extraits duZizyphus lotus possédent une activité antiradicalaire dose dépeadles
ICs0 sont déterminés pour les extraits polaires (MEA@]) seulement car les extraits
apolaires n’atteignant pas 50% d’activiffableaul3) Pour mieux caractériser le
pouvoir antiradicalaire, deux autres parametresistnoduits :

-Calcul de I' ECso qui prend en considération la concentration de DE&hs$ le

milieu réactionnel [concentration effective a 5@&s0= (ICs¢/mg de DPPH/mI)]

-Calcul du pouvoir antiradicalaire (APR) qui est inversement proportionnel a
I'ECs0) (Prakash et al ., 2007).
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Tableau 13.Activité antiradicalaire des extraits du fruit dizyphus lotus

IC 50 (Mg /ml) ECso (1g /ug DPPH) APR
BHT 4,47 + 1,00 0,21+ 0,04 4,77+ 1,09
Rutine 1,25+0,01 0,06+0,00 160,18
Quercétine 0,44%0,00 0,02 £ 0,00 50 +0 00
Vitamine C 1,44+0,07 0,07+0,00 13,86+0,74
MET 195+ 35,35 9,75+ 1,76 0,1 0,01
AQ 55+35,35 2,75%1,76 0,45+0,28
DCM - - -
ET - - -

Les valeurs représentent la moyenne de deux esS§ids

A des fins comparative, quatre antioxydants statxaont utilisés, le BHT, la
rutine, la quercétine et la vitamineg(Eigure 38),ils ont montré une activité
antiradicalaire puissante avec desol@e 'ordre de 4,47ug/ml et 1,25 pg/ml, 0,44
pa/ml, 1,44pug/ml et des APR de l'ordre de 4,77,506et 13,86 respectivement. La
valeur de EG de la vitamine C est similaire a celle rapportégsaavant
(ECs50=0,07ug/ug DPPH) par Siddhurajuet et Manian (2007).

Baydar eal. (2007) ont rapporté que la rutine a montré uaadg efficacité
antiradicalaire vis-a-vis le radical DPPH par rapp®BHT, ce qui est en accord avec
les résultats du présent travail, dont la rutinesgde un pouvoir antiradicalaire 4 fois

supérieure a celui du BHT.

Parmi les quatre extraits dizyphus lotus, I'extrait aqueux représente I'extrait
le plus actif, avec une kgde I'ordre 55ug /ml et un APR de 0,45 suivi paxtrait
MET avec une Ig 195ug/ml et un APR de 0,1.

Par contre les extraits apolaires (ET, DCM) maritnene tres faible activité
antiradicalaire, dont le pourcentage de l'actiatdtiradicalaire n’atteint méme pas

50%, ce qui montre que les antioxydants apolaioes mactifs vis-a-vis du DPPH.

57



Chapitre |l Résultatslescussion

Globalement ces résultats confirment les résuliétda CCM de criblage ou les

extraits polaires apparaissent les plus actifs.

En comparaison avec les antioxydants stasgdéwus les extraits testés s’averent
moins actifs .Le BHT ayant 'APR le plus faible entes standards est 10,6 fois plus

actif que I'extrait aqueux et 47,7 plus actif qiextrait méthanolique.

Li etal. (2005) ont évalué I'activité antiradicalaire ws#is le radical DPPH des
extraits méthanoliques de cinq variétéZdyphus jujuba , ou I'effet antiradicalaire
obtenu est entre 17,8 a 69,1% pour une concemtrdéd,5 mg/ml .Cependant pour
la méme concentration I'extrait AQ et MET diryphus lotus ont montré un effet
antiradicalaire supérieure 83,56 et 83,14 % respmuent.

L’examen de ces résultats permet de mettévielence une corrélation linéaire
significative (R=0,98, 0,01) entre la teneur des extraits en flavonoidés e
pouvoir antiradicalaire (APRJrigure 39).En effet, les flavonoides sont reconnus
comme des substances potentiellement antioxydayited la capacité de piéger les

especes radicalaires et les formes réactives gggéme.

Il est évident que la forte activité des eixraQ et MET est attribuée a leur
richesse aux composés phénoliques, flavonoidesgtst, dont I'extrait AQ posséde
la plus forte teneur en molécules dosés (polyplsefialonoides et tanins), suivi par
'extrait MET. Une étude faite par Kangat (2003) a suggéreé que les molécules
polaires présentes dans les extraits végétauxilooeftt a 'augmentation de I'activité

antiradicalaire.
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Figure 36Activité antiradicalaire des extraits polaires (MEQ) des fruits
duZizyphus lotus (Chaque valeur représente la moyenne de deuis)essa
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Figure 37.Activité antiradicalaire des extraits apolaires @®ET) des fruits du
Zizyphus lotus (Chaque valeur représente la moyenne de deux essais
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Figure 38.Activité antiradicalaire des standards la queregtile BHT ,la rutine
et la vitamine C (Chaque valeur repnés la moyenne de deux essais)
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Figure 39.Corrélation linéaire entre la teneur en flavonoieele pouvoir
antiradicalaire (g0,01).
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Conclusion

L'utilisation des plantes médicinales erytpthérapie a recu un grand intérét
dans la recherche biomédicale ; une telle thérapdvient I'apparition des effets
secondaires observés lors de I'utilisation des oaédents de synthése chimique.

L’étude des propriétés microbiologiquesmtioxydantes des extraits du fruit du
Zizyphus lotus nous a permis d’obtenir des résultats intéressants

Dans un premier temps, l'analyse qualitatilee chaqu’'un des quatre extraits
obtenus du fruit dZizyphus lotus, a mis en évidence la présence des flavonoidss, de
tanins dans les extraits polaires, et leur absdaos les extraits apolaires, alors que
'analyse effectuée par chromatographie sur comsimee a montré la présence de la
rutine et la quercétine dans I'extrait méthanolique

L’analyse des différents extraits diryphus lotus par HPLC a révélé la présence
de quelques composés phénoliques dans les extidiss que dans les extraits
apolaires, la catéchine et I'acide caféique. Dangrhit aqueux cette analyse montre
la présence de quercétine et catéchine, alors Kaxisait méthanolique I'acide
caféique est présent.

L’analyse quantitative des extraits diayphus lotus est représentés par le dosage
spectrale des trois substances biactives : lephéhols, les flavonoides et les tanins.
Les extraits polaires (méthanolique et aqueux) skast extraits aux teneurs
considérables en métabolites dosés, dont I'exagiteux est I'extrait le plus riche,
alors les extraits apolaires (ethérique et dicm@thanique) sont les extraits en
teneurs faibles.

Le test de l'activité antimicrobienne des diffiéts extraits a montré que tous les
extraits testés sont actifs .D’ailleurs toutesdesches microbiennes testées (bactéries
et levures) sont inhibées au moins par I'un desaggtdont I'extrait ethérique qui a
plus d’activité (une zone d’inhibition supérieurd@mm), supérieure a I'antibiotique
teste.

L’'une des technique utilisée pour étudier thatd antioxydante des différents
extraits est la méthode du blanchissemeni-daroténe qui a révélé que les extraits
polaires les plus riches en composés phénoliquesles extraits les plus actifs, dont
I'extrait aqueux a montré la plus grande actialéys les extraits apolaires sont moins

actifs.



Le criblage préliminaire des extraits en C@Mermis de localiser le pouvoir
piégeur du DPPH dans les extraits polaires (AQ, M&i sont les extraits les plus
riches en composés phénoliques. Effectivemengdeau DPPH révele que ces deux
extraits sont les plus actifs comme piégeur ducedddPPH dont I'extrait aqueux qui
a l'effet antiradicalaire le plus puissant, suiar pextrait méthanolique, alors que les
extraits apolaires ont montré une activité antcaldires faible.

En fin, 'ensemble de ces résultats obtenugtio ne constitue qu’'une premiere
étape dans la recherche de substances et soutrelleabiologiguement active.Des
essais complémentaires seront nécessaires et tepauwoir confirmer les

performances mises en évidences.



i



Références bibliographiques

Abdel-Zaher A ., Salim Y-S ., Assaf M-H ., Abdel-hdy R-H. (2005). Antidiabetic activity of
Zizyphus spina —christi leave®ournal of Ethnopharmacolog$01:129-138

Abu-Zarga M ., Sabri S ., Al-Boudi A ., Ajaz S ., 8ltana N ., Rahman A-U.(1995).New
cyclopeptide alkaloids frordizyphus lotus. Journal of Natural Produci8:504-511.

Ali Shtayeh M-S ., Yaghmour R-M-R ., Faidi Y-R ., &lem K ., Al Nuri M-a. (1998).
Antimicrobial activity of 20 plants used in folkiormedicine in the Palestinian ardaurnal of
Ethno Pharmacology60:265-271

Anthony C. (2005). A review oZizyphus Spina-christiCechnical (Ed) .3 p.

Antwerpen P-V. (2006). Contribution a I'étude du pouvoir antioayd de divers agents d'intérét
therapeutique : Ciblage du systeme myeloperoxykesexyde d’hydrogéne /chlorure . Thése de
Doctorat .Université libre de Bruxelles. 122p

AOAC. (1980). Officials methods of analysis "Hdition William HorviwASHINGTON.D.C.

Audigie C ., Figarella J ., Zonszaain F(1978).Manipulation d'analyse biochimique .Doin
(Ed).Paris, 274p

Awika J-M et Rooney L.W. (2004). Sorghum phytochemicals and their impadiaman
healthPhytochemistry65:1199-1221.

Babior B-M ., Lambeth J-D ., Nauseef W (2002). The neutrophil NADPH Oxidas&.ch
Biochem Biophys397:342-344.

Bahorun T., Gressier B ., Trotin F.,Brunete C ., Ine T ., Vasseur J ., Gazin JC ., Pinkas M.,
Luycky M. (1996).0xygen species scavenging activity of pliemxtracts of phenolic extravts
from haworthon fresh plant organs and pharmacdutieparationsArzneimittel-Forschung,
46:1086-1089.

Bahorum T. (1997). Substances Naturelles actives. La fldi@uricienne .une source
d’approvisionnement potentielle Food and AgricudtiResearch council Mauritias pp 83-94.

Baydar N-G ., Ozkan G ., Yasar S(2007). Evaluation of the antiradical and antitaxit potential
of grape extracts-ood Control,18:1131-1136

Boizot N et Charpentier J-P. (2006).Méthode rapide d’évaluation du conteng@nposés
phénoliques des organes d’un arbre foudtiercahier des Techniques de I'lnpa79-82.

Borgi W et Chouchane N.(2006). Activité anti-inflammatoire des saponesidles écorces de
racines de&Zizyphus lotugL.).Revue des Régions Arid@83-286.

Borgi W., Ghedira K., Chouchane N(2007(a)). Antiinflammatory and analgesic actastiof
Zizyphus lotusoot barks Fitoterapia78:16-19.

Borgi W., Bouraoui A ., Chouchane N.2007(b)). Antiulcerogenic activity &izyphus lotugL.)
extracts Journal of Ethnopharmacologh?:228-231.



Borgi W ., Recio M-C ., Rios J-L ., Chouchane N2008).Anti-inflammatory and analgesic
activities of flavonoid and saponin fractions fr@myphus lotugL.) Lam. South African Journal of
Botany,14:320-324.

Bross J. (2000)Larousse des arbres et des arbustes. Larouss€éBdjla .576p

Bruneton J. (1999).Pharmacognosie, phytochimie, plantes meéalies, (3™ éd).Tec et Doc (Ed),
Paris ,1120p

Cabrera M ., Simoens M ., Falchi G ., LauraLavaggM ., Piro O —E. ,. Castellano E —E .,
Vidal A ., Azqueta A ., Monge A ., Lopez de Ceraid ., Sagrera G | ., Seoane G ., Cerecetto H
., Gonzalez M.(2007).Synthetic chalcones, flavanones, and flavones ttsii@oral biological
evaluation and structure activity relationshifdeorganic & Medicinal Chemistryl5:3356-3367

Catoire C ., Zwang H ., Bouet C(1999).Les jujubiers ou le Zizyphus fruits oubliérticle du fi.
Capanoglu E ., Nilufer D ., Boyacioglu D(2006). Phenolic content and antioxydant actiaity

Dry jujube fruit Zizyphus vulgar)sconsumed in Turkey."2International Congress on Functional
Foods and Nutraceuticals.

Cetkovic G ., Canadanovic-Brunet J ., Djilas S ., &atovic S ., Mandic A ., Tumbas V(2008).
Assessment of polyphenolic content and in vitréradical characteristics of apple pomak€eod
Chemistry 109:340-347

Chavan U-D ., Shahidi F., Naczk M (2001). Extraction of condensed tannins from hgza
(Lathyrus maritimud..) as affected by different solventsood Chemistry75:509-512

Choi Y-M ., Noh D-O ., Cho S-Y ., Suh H-J ., Kim KM ., Kim J-M . (2006). Antioxidant and
antimicrobial activities of propolis from severaions of KoreaLWT,39:756-761.

Chung K-t et Wei C-I. (2001). Are tannins a double edged sword in lgipland healthTrends in
Food Science et Technolo@y168-175.

Ciulel 1. (1982) .Methodology for analysis of vedetablegirted I.P.A.C.Romania.67p
Curtay J-P et Robin J-M. (2000). Intérét des complexes antioxydants. dhérapie Info.4p
Dacosta Y. (2003).es phytonutriments bioactifs.Yves Dacosta (Ed)$2at7 p

Dan Y. (2008).Biological functions of antioxidants irapt transformatiorin vitro Cell. Dev. Biol-
Plant, 44:149-161

De Bruyne T.,Pieters ., Deelstra H., Vlietink AL999).Condensed vegetable tannins :Biodiversity
and biological activitiesBiochemical Systematics and Ecol@jy.445-459.

Diallo D ., Sango R ., Yasambou H ., Traoré A ., dulibaly K ., Maiga A. (2004).Etude des
constituants des feuilles de Zizyphus mauritiana (Bhamnaceae), utilisées tradionnelement dans
le traitement du diabéte au Mallomptes rendus .Chimié;1073-1080.

Diallo A-M. (2005). Etude des plantes médicinales de niaf(réggon Tombouctou) Phytochimie
et pharmacologie de Maerua crassifolia Forsk. (@apacée).Thése de Doctorat. Université de
Bamako.125p



Dohou N ., Yani K ., Thahrouch S ., Idrissi Hassarn_.-M ., Badoc A ., G mira N.(2003).
Screeming phytochimique d’une endémique ibérorddaine; Thynelaea lythroides
.Bull..SocPharm.Bordeaux42:61-78.

Favier A. (2003). Le stress oxydant .Intérét conceptuekpérimental dans la compréhension des
meécanismes des maladies et potentiel thérapeutitaetualité chimique108-115.

Forkmann G et Martens S (2001).Metabolic engineering and applicationflaafonoids.Current
opinion in biotechnologyl2:155-160.

Formica J-V et Regelson W (1995).Review of the Biology of quercétin ancatet!
BioflavonoidsFd Chem.Toxic33:1061-1080

Galeotti F., Barile E ., Curir P., Dolci M ., Lanzati V. (2008). Flavonoids from carnation
(Dianthus caryophyllysand their antifungal activitfPhotochemistry Letters; 44-48.

Gervaise Y. (2004). Analyse des antioxydants naturels dambgieres premieres et les produits.
Polyphénols. Paris. 33 p.

Ghedira K., Chemli R., Caron C., Nuzillard J-M., Zeches M., Le Men-Olivier L. (1995).Four
cyclopeptide alkaloids frordizyphus lotus.Phytochemist8,:767-772

Ghestem A ., Seguin E ., Paris M., Orecchioni A-M2001).Le préparateur en pharmacie
.Dossier 2.Editions TEC & DOC Paris.275p

Girotti —Chanu C. (2006). Etude de la lipolyse et de la synthéseoteposés du derme sous
I'effet de la cirsimarine , flavone extraite de motea de bilis .thése de Doctorat. Institut nationa
des sciences appliquées de Lyon.136p.

Grosskinsky B et Gullick C. (2000). Exploring the potential of Indigenous ¥Miood Plants in
Southorn Sudan. USAID (Ed).Sudan. 111p

Gueye P-M (2007). Phénotypes majeurs de I’haptoglobine lnenet stress oxydant induit par
I’lhémoglobine extra-erythrocytaire sur le globubeige .These de Doctorat.Université Louis
Pasteur Strosbourg.247p.

Hagerman A-E ., Muller-Harvey | ., Makkar H-P-S. (2000). Quantification of tannins in tree
foliage.Joint FAO/IAEA Division of Nuclear Technigs in Food and Agriculture.Vienna.26 p

Halliwell B et Whiteman M. (2004).Measuring reactive species and oxidataraabe in vivo and
in cell culture: how should you do it and what te tesults mean? Britistournal of
pharmacology142:31-2.

Heimler D ., Vignolini P ., Giulia Dini M ., Francesco Vincieri F ., Rmani A(2006).Antiradical
activity and polyphenol composition of local Brassieae edible varietigSaod Chemistry
,99:464-469.

Hostettman K. (1998).Strategy for the biological and chemigadleation of plant extract®ure
Appl.Chemy0:23-27

lelpo M-T-L ., Bosile A ., Miranda R ., Moscatielb V., Nappo C ., Sorbio S ., Laghi E .,
Ricciardi M-M ., Ricciardi L ., Vuotto M-L .(2000).Immunopharmacological properties of
flavonoids.Fitoterapian,71:101-109



Juma B-F ., Majinda R-R-T. (2004). Erythrinaline alkaloids from the flowensd pods of
Erythrina Lysistemon and their DPPH radical scauamp@ropertiesPhytochemistryg5: 1397-
1404

Kandra L ., Guémant G .,Zajacz A., Batta G(2004).Inhibitory effects of tannin on human
salivarya-amylaseBiochemical and Biophysical Research Communice8i®n]1265-1271.

Kamiloglu O ., Ercisli S ., Sengul M ., Toplu C .Serce S (2009).Total phenolics and antioxidant
activity of jujube (Zizyphus jujube Mill.) genotypeselected from Turkefrican Journal of
Biotechnology8:303-307.

Kang D-G., Yun C-K ., Lee H-S (2003).Screening and comparison of antioxidativiac of
extracts of herbal medicines used in Ka¥earnal of Ethnopharmacolog§7:231-236.

Kaur C et Kapoor H-C. (2002).Antioxidant activity and total phenolicndent of some Asian
vegetableskood Sci.TechnpB7:153-161

Khanbaba K et Ree T.R (2001).Tannins:Classification and Defenitidournal ofRoyal Society
of Chemistry18:641-649.

Khartal N ., Sokmen M ., Tepe B ., Daferera D ., Rizsiou M ., SokmenA.(2007).Investigation
of the antioxidant properties of Ferula orientéligsing a suitable extraction procedureod
Chemistry]00:584-589

King A et Young G. (1999). Characteristics and occurrence of phemdlytochemicalslournal
of the American dietetic associatjd®9:213-218.

Kohen R et Nyska A (2002). Oxidation of biological systems: Oxidatigtress phenomen ,
antioxidants, redox reactions and methods for teémtification Toxicolo Pathol 30 : 620-650

Kriventsov V-1 et Karakhanova S-V. (1970). the rutin content of jujube fruits [In §&ian].
Byulleten Gosudars to vennogo nikitskogo botaniokegda 14:57-69.

Kuntie V., Pejie N., Ivkovie B., Vugie Z., llie K.,Mieie S., Vukojevie V.(2007).Isocratic R-P-
HPLC method for rutin determination in solid oralsdge formsJournal of pharmaceutical and
biomedical analysis, 43:71821.

Lahlou M ., El Mahi M ., Hamamouchi J. (2002).Evaluation des activités antifongiques et
molluscide d&Zizyphus lotuglL.) Desf.du Marocdlournal des annales pharmaceutiques francaise
,60 :410-414.

Le Crouéour G ., Thépenier P ., Richard B ., Petenann C ., Ghédira K ., Zéches-Hanrot
M.(2002). Lotusine Ga new cyclopeptide alkaloid fro#izyphus lotusitoterapia 73:63-68.

Lehucher-Michel M-P ., Lesgards J-F., Delubac O S$tocker P., Durand P., Prost M (2001).
Stress oxydant et pathologies humaifress Med30 :1076-1081.

Li J-W ., Ding S-D ., Ding X-L. (2005).Comparison of antioxidant capacities ofaots from five
cultivars of Chinese jujuberocess Biochemistyy0:3607-3613

Li J-W ., Fan L-P ., Ding S-D., Ding X-L (2007). Nutritional composition of five cultivacé
Chinese jujubel-ood Chemistry 103: 454-460.

Loke M —W., Proudfoot J —M ., Stewart S ., MckinleyA-J ., Needs P-W., Kroon P-A .,
Hodgson J-M ., Croft K-D. (2008).Metabolic transformation has a profourfdafon anti-



inflammatory activity of flavonoids such as queicét Lack of association between antioxidant
and lipoxygenase inhibitory activitidiochemical pharmacologyp: 1045-1053

Lopes G-C ., Sanches A-C-C., Nakamura C-V., Dias Iho B-P., Hernandes L., Carlos P de
Mello J. (2005).Influence of extracts &tryphnodendron polyphylluMart.andStryphnodendron
obovatunBenth. on the cicatrisation of cutaneous woundsitistJournal of Ethnopharmacology
99:265-272

Maciuk A ., Lavaud C ., Thépentier P., Jacquier M-J., Ghédira K .,Zéche-Hanrot.
(2004).Four New Dammarane Saponins fidayphus lotusJournal of Natural
Products67 :1639-1643.

Mansouri A ., Ennbarek G ., Kokkalou E ., Kefalas P(2005).Phenolic profile and antioxidant
activity of tfe Algerian ripe date palm fruit (Phadg dactylifera)Food Chemistry89:411-420.

Marfak A ., (2003). Radiolyse Gamma des Flavonoides. Etadeedr Réactivité avec Les
Radicaux issus des Alcools : Formation de depsibesse de doctorat. Université de
LIMOGES.187 p

Mbaveng A-T ., Ngameni ,Kuete V ., Simo I-K ., Amhbssi P ., Roy R ., Bezabih M ., Etoa F-X
., Ngadjui B-T ., Abegaz B-M ., Meyer J-J-M ., Lal N ., Beng V-RP(2008).Antimicrobial
activity of crude extracts and five flavonoids frone twigs of Dorstenia barteri
(Moraceae)lournal of Ethnopharmacologyl6:483-489

Milane H. (2004). La quercétine et ses derives: moléculesactere peroxydant ou
thérapeutiques. These de doctorat. Université LBagteur Strasbourg 1.155p

Molineux P. (2004).The use of the stable radical diphenypibydrazyl (DPPH) for estimating
antioxidant activity Songklanakarin J-Sci.Techn@6:211-219

Mueller-Harvey |. (2001).Analysis of hydrosoluble tannidgimal Feed Science and Technology,
91:3-20.

Murdock D-H . (2002).Encyclopaedia of food a guide healthy tlatr. APA academic Press (Ed),
San Diego.California.501 p

Nasif M-N. (2002).Phytocostitents dizyphus spina —chrislti.fruits and their antimicrobial
activity. Food chemistry6:77-84

Nzengue Y.(2008).Comparaison des mécanismes de toxicitéxréd cadmium, du cuivre et du
zinc : place des métallothionéines et de p53.THedeoctorat.Université Joseph fourier —
Grenoble.297p

Okuda T. (2005). Systematics and health effects of chdigidestinct tannins in medicinal plants.
Phytochemistry66:2012-2031

Oyaizu M. (1986) Studies on products of browing reaction: Anti@tide activities of products of
browning reaction prepared from glucosamidmurnal of Nutrition 44:307-315.

Parakash D ., Upadhyay G ., Brahma N ., Singh H-B2007). Singh antioxidant and free radical-
scavenging activities of seeds and agri-wostesmiesvarieties of soybean (Glycine maxpod
Chemistry 104:783-790.

Paris R et Dillemann G (1960).Les plantes médicinales des régions arides .Urn&bo
.Paris.99p



Pawliska A-M ., Camangi F., Bader A., Braca A(2009). Flavonoids dfizyphus jujubé. and
Zizyphus spina chrisflL.) willd (Rhamnaceae) fruit-ood chemistry112:858-862.

Peronny S (2005). La perception gustative et la consommadiies tannins chez le MAKI (Lemur
Catta).These de Doctorat du Muséum national d’'imestwaturelle .Discipline Eco-Ethologie .151p

Perret C. (2001). Analysis de tannins inhibiteurs de stib®&xydase produite par Btrytis cinerea
Pers.:FR .Thése de Doctorat .Université de Neukch@sp.

Petit P ., Granier T ., Langlois d’Estaintot B ., Manigand C., Bathany K ., Schmitter J-M .,
Lauvergeat V ., Hamdi S ., Gallois B(2007). Crystal Structure of grape dihydroflaviofto
ruductase, a key enzyme in flavonoid biosynthdsislol. Biol,368:1345-1357

Petropoulos | (2003). Stress oxydant et vieillissement modifass oxydatives des proteines au
cours du vieillissement.Diderat.Paris.5p

Pinta M ., Bourdou B ., Rousselet F(1980).Spectrophotométrie d’absorption atomiddiasson
et Arston (Eds).Paris ,478p.

Pourcel L ., Routaboul J-M ., Cheynier V ., Lepiie C-L ., Debeaujon | (2006).Flavonoid
oxidation in plants: from biochemical propertiegptoysiological functiorrends in plant science
12:29-36

Quezel P et Santa §1962).Nouvelle flore de I'Algérie et régions défues méridionales. Tome
2. Centre national de la recherche, Paris ,565p.

Renault J-H ., Ghedira K ., Therpenier P ., LavaudC ., Zéches-Hanrot M ., Le Men Olivier
L.(1997).Dammarane saponins fr@myphus lotusPhytochemistry4:1321-1327.

Rsaissi N et Bouhache M(2002). La lutte chimique contre le jujubier .§ramme National de
transfert de Technologie en Agriculture (PNTTA), RIE (Ed).ff 94.Rabat ,4p.

Saija A ., Scalese M ., Lanza M ., Marzullo D ., @&ina F ., Castelli £(1995). Flavonoids as
antioxidant agents importance of their interactiéth biomembraned-ree radical biology &
medicine 19:481-486.

Sanchez-Moreno C(2002).Methods used to evaluate the free raditaenging activity in foods
and biological system#nternational Journal of Foods Science and Techgp|8: 121-137

Schofield P ., Mbugua D-M ., Pell A N(2001).Analyses of condensed tannins: a revigvimal
Food and Technolog¥l:21-40.

Sevanian A ., Nordenbrand K ., Kim E ., ErnesteL ., Hochstein P (1990). Microsomal lipid
peroxidation : The role of NADPH-cytochromgs§reductase and cytochromgPFree Radic
Biol Med 8: 145-152

Siddhuraju P. (2007). Antioxydant activity of polyphenolic comynds axtracted from defatted
raw and dry heated Tamarindus indica seed t&¥T,40:982-990

Siddhuraju P et Manian S (2007).The antioxidant activity and free radise&venging capacity
of dietary phenolic extracts from horse gravtatrotyloma uniflorun{Lam.)Verdc.) seeds.Food
Chemistry



Skerget M ., Kotnik P ., Hadolin M ., Hras A-R .,Simonic M ., Knez Z (2005).
Phenols,proanthocyanidins, flavones and flavomosome plant materials and their antioxidant
activities .Food chemistry39:191-198.

Sokol-Letowska A ., Oszmianski J ., Wojdylo A(2007).Antioxidant activity of the phenolic
compounds of hawthorn pine and skulldamd chemistry]03:853-859

Souley Amadou B (2004). Etude de la phytochimie et des activiiétogiques de Combretum
glutinosum Perr.ex DC (Combretaceae).These de Baictdniversité de Bamako.Mali.

Suksamrarn S ., Suwannapoch N ., Aunchai N ., KunM ., Ratananukul P ., Haritakum R
., Jansakul C ., Ruchirawat S.Z005).Ziziphine N, O, P, new antiplasmodial cyclotiee
alkaloids fromZizyphusoenopliavar.brunonianaTetrahedron61 :1175-1180.

Tapiero H ., Tew K.D ., Nguyen Ba G ., Mathé ((2002).Poly phenol: do they play a role in
the prevention of human pathologi€éi®@med Pharmacotheb6:200-207.

Vivas N ., Nonier M-F ., Pianet | ., Vivas de Gaujac N., Fouquet E (2006). Proanthocyanidins
from Quercus petraeandQ. robur heartwood: quantification and structur€smptes rendus
chimie 9:120-126.

Wong S-P ., Leong L-P ., William Koh J-H (2006).Antioxidant activities of extracts of setled
plants.Food chemisti§9:775-783

Xie D-Y et Dixon R A. (2005). Proanthocyanidins biosynthesis-still mguestion than
answersPhytochemistry66:2127-2144.

Yanishilieva N-V-I et Marinova E-M . (1995). Effects of antioxidants on the stabitify
triacylglycerols and methyl esters of fatty acidlsunflower oil.Food Chemistry54:337-382.

Yang L-L ., Lee C-Y., Yen K-Y. (2000). Induction of apoptosis by hydrolysablenias from
Eugenia jambo&. on human leukaemia cellSancer Letters157:65-75

Yang J- H ., Lin H-C., Mau J-L. (2002). Antioxidant properties of several comnarc
mushroomsFood chem 77:229-235.

Yang J ., Guo J ., Yuan J(2008).In vitro antioxidant properties of rutlnVT,41:1060-1066

YiZ., YanY ., Liang Y., Zeng B (2008). In vitro antioxidant and antimicrobiatiaties of
Pericarpium Citri Reticulatae of a new Citrus Gudtiand its main flavonoidWT,41:597-603

Yoo K-M ., Lee C-H ., Lee H., Moon B-K ., Lee C-Y(2008). Relative antioxidant and
cytoprotective activities of common herlp®od chemistry106:929-936.

Zimmer N et Cordesse R(1996).Influence des tannins sur la valeur riu&ritles aliments des
ruminants Ed INRA Prod Anin® :167-179.






Résumeé

Les extraits naturels issus des végétaux contignome variété de
molécules biologiquement actives. Dans ce contexbels avons tenté d’évaluer
I'activité antimicrobienne et antioxydante des éiénts extraits préparés a partir du
fruit du Zizyphus lotus, L'analyse qualitative de ces extraits par CCMHEILC a
révélé la présence des flavonoides et des tarins différents extraits , ce ci est
confirmé par une analyse quantitative basée surddsage, des composeés
phénoliques,des flavonoides et des tanins dongxesits polaires qui sont les plus
riches en ces molécules , ou la teneur en compas&a®liques est (5,8ug EAG/mg
d’extrait) pour l'extrait aqueux , et (5pg EAG/mgextrait) pour [Iextrait
meéthanolique. L’évaluation de l'activité antimiciebne des différents extraits a
révélé une puissante activité des différents dstraurtout I'extrait ethérique qui est
responsable d’'une grande zone d’inhibition de lecke bactérienni. coli (>45mm).

L'étude de I'activité antioxydante par la méthatle blanchissement dg+
carotene et le test du DPPH a révélé le pouvoiro@dant des extraits polaires (AQ,
MET) suite a une comparaison avec les extraitsases! (ET, DCM), dont I'extrait
agueux représente l'extrait le plus actif, avec aontvité antioxydante relative de
85,05% et une I§ de I'ordre de 55ug/ml. A partir de ces résultats peut dire que
les extraits les plus riches en composés phéndliqomt les extraits a pouvoir
antioxydant puissant.

Mots clés: Zizyphuslotus, activité antimicrobienne, activité antioxydartemposés
phénoliques, flavonoides, tanins.
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