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Résumé
La plante médicinale Zizyphus lotus a une grande répartition en Algérie, c’est une plante trés riche en
composants dont I’homme a besoin pour les utilisations pharmacologiques.
Cette étude est basée sur la comparaison entre des valeurs résultantes d’un essai de germination, analyse
quantitative des composants phénoliques et ’activité antioxydante des feuilles et fruits de Zizyphus lotus de
différentes populations sur le territoire algérien a partir d’une analyse d’articles. Nos résultats montrent qu’il
y a une différence entre les essais de germination des graines issues des fruits de deux populations, qui ont
montré que la performance germinative est différente d’une population & une autre. Les prétraitements
germinatifs effectués sur les graines ont montré que le traitement au froid était le plus efficace.
Le dosage des composés phénoliques montre une différence de la richesse en polyphénoles totaux,
flavonoides et tanins entre les extraits des feuilles et des fruits de ces populations.
La comparaison des résultats de test de piégeage du radical libre DPPH montre que I’activité antioxydante
est différente d’une population a une autre
On déduit que cette différence est due a I’influence des conditions environnementales (sol, climat,
température...) et la répartition géographique sur 1’espéce.
Mots clés : Zizyphus lotus, germination , compositions chimiques, activité antioxydante, radical libre DPPH.

Abstract

The medicinal plant Zizyphus lotus has a wide distribution in Algeria, it is a plant very rich in
components which man needs for its pharmacological uses.

This study is based on the comparison between the values resulting from a germination test,
guantitative analysis of the phenolic components and the antioxidant activity of the leaves and fruits of
Zizyphus lotus from different populations in the Algerian territory from an analysis of articles. Our results
show that there is a difference between the germination tests of seeds from fruits of two populations, which
showed that the germination performance was different from one population to another The germination
pretreatments carried out on the seeds were showed that cold treatment was the most effective.

The comparison of the dosages of phenolic compounds also shows a difference in the richness in total
polyphénols, flavonoids and tannins between the extracts of the leaves and of the fruits of these populations.

Comparison of DPPH free radical scavenging test results has also shown that antioxidant activity is
different from population to population.

We deduce that this difference is due to the influence of environmental conditions (soil, climate,
temperature, etc.) and the geographical distribution on the plants.

Key words: Zizyphus lotus, germination, chemicals components, antioxidant activity, DPPH free radical.



Liste des abreéviations
T : Graines témoin.
E1 : Graines scarifiées.
E2 : Graines traités au froid (24h).
DPPH : 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl.
Mg EAG/g d’extrait: milligramme d’équivalent acide gallique par gramme d’extrait
Mg ECT/g d’extrait : milligramme d’équivalent catéchine par gramme d’extrait
Mg EQ/g d’extrait : milligramme d’équivalent quercétine par gramme d’extrait
OH : Group eHydroxyle.
AICI3 : Chlorure d’aluminium.
EEZ : extrait éthanolique de Zizyphus
V: volume
MO : Matiére
VMHD : Hydrodistillation par microondes sous vide.
CO2 : Dioxyde de carbone.
ngEq AG/mg d’extrait : microgramme d’équivalent acide gallique par milligramme d’extrait
ngEq CT/mg d’extrait : microgramme d’équivalent catéchine par milligramme d’extrait
ngEq Q/mg d’extrait : microgramme d’équivalent quercétine par milligramme d’extrait
ROS : Especes réactifs de I’oxygene
ERO : Especes Réactifs de I’Oxygéne
UV : Ultra-violet

O2.- : superoxide



SOMMAIRE

INtroduction. . coceeiiiiieeiiiieiiiiineierineeiosesstesssascosssscsssassossssscssssssssssssssssassosnnns 1
Chapitre I : Revue bibliographique.
1. Généralite sur Zizyphus I0tUS. ... ... .cceiiietieeieentinteaceecsensensessnscnsensosmnsansssesones 2
1.1.Historique et origine deZizyphus 10tUS c....ceeetiemreeenriareeeneenrinceecerensancescesansonns 2
1.2 Laclassification de la plante Zizyphus I0tUS...cceeeeeiiieiieiieiniiniieeieceeenreeceecnnnns 3
1.3.DesSCription DOTANIQUE «eevverrrniiereienerntrnteessesnsonsssssssnssnssssssssssssnsonssssssnssne 3
1.3.1. LeSTRUIIES eruinieiniiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiriiietttrectiieesesasesasnsesnnn 4
R 3 I - (=T T 4
R TR TR I - 5
1.4.1°Interét ECOIOZIC .vvvurrrrniiernetrretenneesetosasessesosssossssssssossssssssosssssssssssssssnse 5
1.5.Répartition gEOQGraphigUE .ceeeeieiieiierieeniintiaeeeeneenrenceecscnsencesciosescnsensansenns 6
1.5.1. Dans 1€ MONAE...euiieiuieiuiniierernteerartiesasersssesnsessassssssnsnssssssessssnsssssonse 6
1.5.2. Dans I’ AfTiqUe.ceueieeereeeeieenetssaresnsessssosassssssosascssssssassssssiossssssssssssssnses 7
HIESTRC TN D T: 3 S BN e o [ 8
1.6.Les composants chimiques de ’ESPECE «veevrrnreerinreierinreessnronsiossssssnsosssnsons 8
1.7.1°Intérét et usages de 1 eSPECe.ceeerenrrrnreniisnesentosessasonsossssssssssssssnsonsssnsonses 9
1.7.1. L’utilisation aliMENtAIre eeeeeseeeeeeeaiosaseanscosasosnscssssossssssssssssssascsnsssnnsons 9
1.7.2. L’utilisation MEdiCiNale veeeeeeiiiineeiiieeeeeeinteeeensecesessscssnsscesensscssnssccnnnt 10
1.7.3. AULIeS ULIHISAtIONS tuvuenirerurniiiinriernrersesarssecnsessesasssssassssssnssssssnsesssnns 10
2. Lagermination ciueeeeeeiiiieeeeetieeeeeeecneenceaceecnsensencescnssnsancscnsanss 10
2.1.Les types de germination veeee.ieeeeeeiieeseaceeceeensencescsensencessesansansscnserionsons. 10
2.2. Les phases de germiNatioN....eceeeeeeeeiieeeeeniieececencescesensencescsensansoscnserionsans 11
2.3. Les conditions de germinNation..ceeeeeeeeeeeeiieesesensensessessnssassssssnssnsossnsansonsens 11
2.4. La dormance desS graiNS.c.ceeceeeeeeesiieesensessessssnsssssssessnsonsssssssnssnsssssssnsons 12
3. LeS ACtiVItES BiOlOgIQUES. cueeuenteernrniareeeeensereeenseseecnsesascnsesassnsesassnsesascnsesnnss 12
3.1. L’activité antioXYdANte cueeeeeesreneeniiosesessonsossssssonssssssssssssssssssssssssssnssnssn 12
3. L1, LeS antiOXYdaNnTS cueeeeeeerreeeiisernressesnsssasasssssnsssssnssssssassssssnssssssnssssons 13
3.1.2. Leradical l1hre (RL)eeeeeeeeeeeeeearioeeeeeecerenceaceecnsensescescnsensescescnsansoncnnn 13
3.1.3. Stress OXYdatif cueeeeernieiineiieniiiierieeresnreesasereesesnsessasnsessssnssssssnsossasnses 13
3.1.4. Balance Oxydants /Antioxydants et Stress OXYdant.....eeeeeeeeeiieeeeeeaeencancenes 15
3.2. ACLIVItE antimiCrODIENNE. ..uuureieinrntiiieieieieieretnrararasasasasasasesesassssnssssnsnnn 16
4. COMPOSES PNENOIIGUES. «eueenrinranrniienreererenreasessessnsansessssnssnssssessnssnsossssnssnsane 17
4.1.Géneralités sur 1es PolYPhENOIS c.ueeeiiiiieiiiiiiieiiiietietieteeenreaseecescnsonsnsnsnns 17
4.2.Classification des polyphenolS....cueeeiiieieiiieiieiieiiiiientieenienrenceecescnsansesennns 18
4.2.1. LeS FlavonoidesS. ceeueuiieiuiiinineininiieiuiiiieieiiineiariinetesnenetssmmme, 20
4.2.2. LES tANINS.cuttieitiiiuiiietnitiitiiieiattttaentetaeaeneeasnsammoniarerie e 24
5. Les activités biologiques des cOmpos&s PhENOIIGUES. ..veurerrernrierereeensesersasnssnsnn. 27
6. Activité antioxydante des COMPOSES PNENOIIGUES..eeureerernrererreesarereesnsnreecnsnsessnses 27
7. Meéthodes d’extraction des moIécules blOaCtiVES.ueeerereeerereeeeneseenscenssecascanscannsens 28

7.1.EXtraction par SOXNIET....ceeuiniieimiierniiiierniniieraininecninrsesnsssesnsnsomemnmssmsnsssess2d
7.2.Extraction par hydro-diStillation.....ceceeieiieneieiiiiieiiiiieriiiierinineceeesennnnen 29



V.

V.

7.3.EXIraction Par iNfUSION...cieieeeeeiieieeeiinieaeeeerentenceesesensansscesonssnsassssssnsssaenns 29
7.4.EXraction Par dECOCHION. .itueeeetintirernraneeecrentensescnssnsansscessnsnsesssssassansnss. 29
7.5.Lextraction accélérée Par SOIVANTS «.cuiveieeiienmrerenteeeeeenrenseasescnsansescnmmensncnns 29
7.6.Extraction au dioxyde de carbone (CO2) SUPEICHItIQUE..eurreeeenreeeensereenscnsansannns 30
7.7.EXtraction par MacClratiON...ceeeeeeeeeeesreseseesnsesassnseseesesossssnsossssnssssnsnsssnsssones 30
7.8.EXtraction assiStée auX UIraSONS....cueeieierereerusararnrnrsreresesneniiensssssssssseenes 30
7.9.Extraction assiStée par MiCrO-0N0ES..cueeeeurereeereensereesasessssnsessasesesassassansnsens 31

Chapitre II : Méthodologie

1. Le Materiel VEQELAl. .cueieiieiieiireeitiiieeieietitenteacecnsensescnssnsosmnssnssssssasssasssassasssass 3D
2. Méthodes.. .35
2.1.essai de germlnatlon .35
2.2.Détermination du taux d humidité et dutaux de cendre.iceeeeeieenereecenceecnennsacnnns 36
2.3.Préparation deS EXtraitS..eeeeeeeeeeeeieeeecnserercnseressnssescnsesascnsesassnsesssssassassassnns 36
2.4.Analyse des extraits de la plante Zizyphus 10tUS....ceirerreiiinnneeenrincieeercnsensecnn. 41
2.4.1. Dosage des polyphénoIStOtaUX..ueeeeeeeeeeeereeeereeenenrereasesescnsesesancnsesneesnnns 41
2.4.2. Do0sage des flavonoidS..ceeeeeeeeeeeeriesierenrenseessonteasessssnssnsessnsessnnenmmmmnns 42
2.4.3. Dosage des tannins CONOUENSES. .eeeeeereereeemeeseancescnsansensesssensansessasasasnnns 42
2.5.Détermination de 1’activité biologiqUe...ceureniiiniiiiiiiiieiiniiieiieiiiiieiiniineeianen 43
2.5.1. ACtIVItESANtIOXYUANTES. eeutreeeeeneereenrenreneeeeerenseiiioscnsensessessnsansossesnnscnss 43
2.5.1.1.Test de decoloration de B-CaroteNe...cueeeeeeeereeeenrenrenreecesenseiiiescesensonsessnnns 43
2.5.1.2.Test de piégeage du radical libre DPPH.....cciiiiiiiiiiiiiieinirieinrnnnecacncennn. 43
Chapitre III : résulta et discussion
1. Essai de germination... . eecereesasittetartniine ... 46
2. Détermination du taux d humldlte et du taux de cendre ................................. 50
2.1. Taux d’humidite. ...cceeeieeeeirererneereeseraseenacenasesnssssssosnsesnssosascsnsssnssosnssnns 50
2.2.TAUX 08 CEBNANE. . eeurnrernrerrernteseesaressesnsessasasessssnssssssnssssssnssssssnssssssnsssans 51
3. Analyse des extraits de la plante Zizyphus 10tUS....cceeeieruiniiernriiernenrierarnsnnnn 53
3.1.Dosage des polyphénols tOtAUX...eeeeeereerarereesnenreseesaressesnsessesnssssssnssssssnsens 53
3.1.1. Dosage des polyphénols totaux des feuilles de Zizyphus 10tUS.....ceeeeiuenrnennn. 53
3.1.2. Dosage des polyphénols totaux des feuilles de Zizyphus I0tuS......cccevuenenenens 54
3.2.D0sage des flaVonOideS. eeeeeeeeeeeienieetiesnrentsecescesonssnsessssnsonsssssssnssnsssanse 55
3.2.1. Dosage des flavonoides des feuilles de Zizyphus 10tUS....ceveereeiiniiaeeennnnn. 55
3.2.2. Dosage des flavonoides des feuilles de Zizyphus 10tUS....ceveereeiiniiaieennnnn. 56
3.3.D0sage des taning CONUENSES.cueuteeretereernreraeenseseesnsessssnsossssnsessssnsessssnssssse 57
4. Détermination de 1’activité biologIqUe...ceeeiiuiiieiiniiieiiniiiiiieiinieierenreneeinsnnnn 58
4.1.Activités antioxydantes des extraits des fruits de Zizyphus 10tUS.....ccceeeeernrnrnnn 58

CoNCIUSION et PerSPeCtiVeS..cuvuieiuiniieiuiiiieiiiiieiiiiiietiiieieiiitiattsesasatsecasacsssasanes 60



Figure

1

10
11
12
13
14
15

16

Liste des figures

Titre

Image représentative du Zizyphus lotus L

Image représentative des feuilles Zizyphus lotus L.
représentative des fleurs de Zizyphus lotus L.

différentes formes et teilles des jujubes (grandeur nature

Image representative du fruit de Zizyphus lotus L

Répartition geographique des espéces de la famille des
Rhamnacees

Aire de répartition du Zizyphus lotus en Afrique du Nord

systemes de défense contre les radicaux libres

Régulation de la production d'espéces réactives de I'oxygéne par
les systemes de défenses antioxydants

Désequilibre de la balance entre pro-oxydant et antioxydant

Squelette de base des composées phénoliques

Biosynthese des composes phénoliques le plus largement
distribués par la voie de shikimate

Classification des polyphénols avec exemples pour chaque
classe.

Structure du 2-phényle chromane.
Structure générale des flavonoides

Structures des squelettes de base des flavonoides

Page

14
14
16
17
18
30
21
21

22



17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

Liste des figures

Schémas des propriétés des flavonoides

Structure d’un tannin hydrolysable

Structure d’un tannin condensé

Piégeage des especes réactives oxygénées par les flavonoides
Photo d’un agitateurmagnétique

Photo d’un sonicateur

Photo d’un micro-onde.

Préparation de la poudre des feuilles et fruits de Zizyphus lotus
L.

Procédé de la mise a germination des graines de zizyphus lotus L.

La réaction entre la vanilline est les tanins condensés

Les trois etapes de la peroxydation lipidique

Structure de I’acidelinoléique

Etapes de la mise a germination des graines de Zizyphus lotus
Taux de germination des graines témoins des deux populations

Taux de germination des graines scarifiées des deux populations

Taux de germination des graines traitées au froid (24h) des deux
populations

Histogramme de taux d’humidité de fruits de Zizyphus lotus de
populations de Batna et populations de Mila

23

25

26

28

30

30

31

34

36

42

44

45

46

48

48

48

o1



34

35

36

37

38

39

40

41

Liste des figures

Dosages des polyphénols totaux des extraits des fruits de
Zizyphus lotus

Dosages des polyphénols totaux des extraits des fruits de
Zizyphus lotus

Dosages des polyphénols totaux des extraits des fruits de
Zizyphus lotus

Dosages des flavonoides des extraits des feuilles de Zizyphus
lotus

Dosage des flavonoides des extraits des fruits de Zizyphus lotus
Dosages des tanins des extraits des fruits de Zizyphus lotus

Réaction d’un antioxydant avec le DPPH

Test de piégeage du radical libre DPPH de le I’extrait
méthanolique de fruit de Zizyphus lotus

52

53

54

55

57

58

59



tableau

10

11

12

13

14

15

16

17

18

Liste des tableaux

Titre

Dénominations internationales de la plante zizyphus lotus
Situation botanique de I’espéce Zizyphus lotus L.

Pourcentage des compositions primaires du Zizyphus lotus L.

Les composants chimiques majeurs et leur quantité dans les
différents organes végétaux du Zizyphus lotus

Principales classes des composes phénoliques

Les principales activités biologiques des composés
phénoliques

Classificationdu matériel végétal utilisé et les techniques de
préparation

Le matériel vegétal utilisé et sa technique de préparation

Les méthodes d’extraction qui sont utilisées dans les
etudessélectionnées.

Résultats des mesures des facteurs (Taux de germination(T),
vitesse de germination(V) et Indice de germination(l)) de la
population 1 (Laghouat « Daya de Tilghemt ») et population 2
(Ghardaia « Oued Nlsa »)

Taux d’humidité de fruits de Zizyphus lotus de populations de
Batna et populations de Mila.

Taux de cendre de fruits de Zizyphus lotus de populations de
Batna et populations de Mila.

Dosage de polyphénols totaux des extraits des feuilles de
Zizyphus lotus.

Dosage des polyphénols totaux des extraits des fruits de
Zizyphus lotus.

Dosages des flavonoides des extraits des feuilles de Zizyphus
lotus

Dosage des flavonoides des extraits de fruits de Zizyphus lotus

Dosage des tanins condensés des extraits de fruits de la plante
zizyphus lotus

Test de piégeage du radical libre DPPH de le I’extrait
méthanolique de fruit de Zizyphus lotus.

page

19
27
32
33

38

47

o1

52

53

54

55

56

S7

58



Introduction

Les plantes medicinales restent encore 1’un des recours aux nouveaux médicaments. Elles
sont considérées comme source de matiére premiere essentielle pour la découverte de nouvelles
molécules nécessaires et a la mise au point de futurs médicaments (Maurice, 1997). Ces plantes
renferment une large variété de molécules chimiques (peptides, terpenes, polyphénols,
alcaloides, tanins...) de propriétés physico-chimiques trés différentes et qui présentent une large
variété d‘activités biologiques. Il est par ailleurs, aujourd‘hui reconnu que les plantes constituent
une source importante de molécules bioactives (Michel, 2011).

La diversité des molécules naturelles bioactives rend le choix des processus d’obtention
tres important. Pour cela, différents procédés conventionnels et innovants d’extraction sont
utilises comme source potentielle pouvant constituer une alternative aux produits de synthése, tel
que l’extraction par soxhlet, 1’hydro-distillation, I’infusion, la décoction, 1’agitation et la
digestion (Alupului et al., 2009), I’extraction assistée par microondes, I’extraction accélérée par
solvants, I’extraction assistée aux ultrasons et I’extraction avec des fluides supercritiques (Sahin

etal., 2013).

Zizyphus lotus est I’'une de ces plantes médicinales, c’est un arbre fruitier épineux de la
famille des Rhamnacées largement utilisé en médecine traditionnelle, cultivée dans des régions
tropicales et subtropicales de I'Asie, particulierement en Chine, en Amérique et en Europe. Il est
utilisé dans la médecine traditionnelle chinoise pour sa haute valeur nutritionnelle et présente
diverses activités biologiques y compris les activités anti-inflammatoires, antibactériennes, anti-
stéroides, anxiolytiques, antiulcéreuses, immunostimulantes, antioxydantes et autres (Wang et
al., 2013). C’est une espece polyvalente : ses fruits, ses feuilles et ses racines présentent plusieurs
intéréts sur le plan nutritif, cosmétique et medicinal (Wang et al., 2016).

L’objectif visé par cette étude, consiste a faire une étude comparative sur les essais de
germination, les composants phénoliques (polyphénoles totaux, flavonoides, et tanins) et
I’activité biologique (antioxydante) des extraits desfeuilles et fruits de la plante Zizyphus lotus
entre des résultats de six études de différentes régionsen Algérie.

Dans ce contexte nous avons réalisé un travail comprenant trois chapitres:

-Le premier est une étude bibliographique qui comporte une description de la plante
étudiée, des geneéralités sur la germination, [’activit¢é biologique etles composants
polyphénoliquesainsi que certaines méthodes d’extractions de ces composés.

-Le deuxiéme chapitre illustre une méthodologie qui résume quelques méthodes a partir les
études analysées pour un essai de germination, l'extraction des composés phénoliques desfeuilles
et fruit de la plante étudiée,ainsi que 1’évaluation de leurs activités antioxydante.

-Le troisieme chapitre est consacré a la présentation, l'analyse et 1’interprétation des
résultats obtenus.
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Chapitre 1
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1. Généralités sur la plante Zizyphus lotus
1.1.Historique et origine de Zizyphus lotus

Le jujubier est originaire de la Chine septentrionale. Aujourd'hui, il est répandu en Algérie,
Tunisie, en Espagne, dans le sud de I'ltalie et dans le midi de I'Europe (Catoire et al., 1999). En
France, on le cultive surtout dans la Provence et le Languedoc (Catoire et al., 1999).En 1784,
Desfontaines découvrait le jujubier aux abords du désert en Tunisie, et il a ét¢ nommé par Linné
Rhamnus lotus (Aug chevalier, 1939), par contre d’aprés Bonnet (2001) le mot « Zizyphus »
vient du grec « Zizyphos » mais le mot n’apparait qu’au deuxiéme siécle, et qui vient du nom
arabe « Zizouf ». Environ 100 espéces principalement dans les régions tropicales et subtropicales
de I’Asie et des Amériques existent, tandis que quelques espéces vivent en Afrique et dans les
régions tempérees.

Zizyphus lotus en Algérie et en Tunisie, est connu sous le nom de « Sedra » ou « N’beg »
appeler aussi Jujubier de la berbére ou jujubier sauvage dans la langue francaise (Benammar et
al., 2010). Cette plante appartient a la famille des Rhamnacées, elle comprend environ 900
especes, aupres de 58 genres dans les régions tropicales et subtropicales (Baba Aissa, 1999). Le
tableau 1 suivent représente dénominations internationales de cette plante.

Tableau 1 : Dénominations internationales de la plante zizyphus lotus (Ghedira, 2013).

La langue Dénominations internationales

Francais Jujubier sauvage, jujubier de Berbérie, lotus des anciens, jujubier des
Lotophages

Anglais African jujube, Lote fruit, Lotustree, lotus jujube, wild jujube Allemand :
Wilde Jujube

Portugais Acufeifa-menor Espagnol : Azufaifo africano, Azufaifo ibérico, Arto, Arto
blanco, Espina de Cristo

Arabe Zizouf— ) ,Sedras_as , sidroa , sidr barri _» s

Berbére (Maroc) | dmezmem Etymologie : Zizyphus proviendrait de zizouf, nom arabe de
Zizyphus lotus

1.2. Laclassification de la plante Zizyphus lotus.

Selon Kamel Ghedira (2013), la classification de Zizyphus lotus est suivante tableau 2 :
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Tableau 2 : Situation botanique de I’espéce Zizyphus lotus (Ghedira ; 2013).

Régne Végétal
Embranchement Magnoliophyta (= Phanérogames)

Sous-embranchement Magnoliophytina (= Angiospermes)

Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)

Sous-classe Rosidae Ordre Rhamnales

Famille Rhamnaceae

Tribu Zizyphae

Genre Zizyphus

Espece Zizyphus lotus L.

1.3.Description botanique

Le Zizyphus lotus est un arbre ou arbuste épineux a croissance lente qui se trouve soit a
I’état isolé, soit en peuplements purs (Béa et al., 2001). C’est une plante dicotylédoneissue de la
famille Rhamnacée (Rsaissi et Bouchache., 2002). Cet arbrisseau est sous forme de buisson a
rameaux flexueux ne dépassant pas 2,5 m de hauteur, il est tres épineux de couleur gris blanc
poussant en zigzag (Claudine, 2007) (figueurl).

Figure 1 : ’aspect d’un payer du Zizyphus lotus L.
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1.3.1. Les feuilles

Les feuilles sont petites courtes, et ovales plus au moins elliptiques de 1 a 2 cm de
longueurs et de 7 mm de largeur (Bayer and Butter, 2000). Par contre d’aprés Kamel Ghedira
(2013), elles sont petites, alternes, obtuses, crénelées, a trois nervures, glabres, faiblement
rigides, de 7.a 9 mm de largeur et de 9 a 13 mm de longueur, a pétiole court. Elles sont deux fois
moins longues que larges, & marges fortement dentées. Elles sont lisses et brillantes sur les deux

faces (BabaAissa, 1999).

Figure 2 : Image représentative des feuilles Zizyphus lotus L.

1.3.2. Les fleurs

Les fleurs qui sont poussées sur les rameaux sont solitaires ou groupées avec un seul pédicelle
court ; a calice en forme d’entonnoir, pentamere ; a petite corolle a cinqg pétales ; a cinq étamines
épi pétales ; a deux styles courts (Ghedira, 2013).

Figure 3 :Image représentative des fleurs de Zizyphus lotus L.
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1.3.3. Les fruits

Le fruit est ovoide et long, ayant la forme et la grosseur d’une belle olive. D’abord vert
puits jaune, il devient rouge foncé quand il est mur, en octobre. Sa pulpe épaisse peut étre d’un
blanc verdatre et d’une saveur a la fois douce et acidulée ou brun jaunatre, un peu glutineuse, a
saveur sucrée et fade (Bayer et Butter., 2000), il est appelé « Nbeg ». D’apres Catoire et al.
(1999) la fructification commence des la quatrieme année et avec un plein rendement vers 1’age
de quinze ans, il est trés productif lorsqu’il regoit des arrosages copieux pendant 1’été.

D'aprées THEOPIIRASTE, certains jujubiers de Berbérie (Ziziphus lotus LAMK)
produisaient des fruits sans noyau qui étaient particulieérement appréciés dans l'antiquité. La taille
des jujubes est variable, selon les espéces et les variétés, elle va de la grosseur d'un pois a celle
d'une prune (figure 4 et 5) (Munier, 1973).

5000000

(0000

FIGURE |+ DIFFERENTES FORMES ET TAILLES
DES JUJUBES (grandeur nature),

@@@@

Figure 4 : Différentes formes et teilles Figure 5 : Image représentative du fruit de
des jujubes (grandeur nature) (Munier, 1973). Zizyphus lotus L. (webl).

1.4.L’intérét écologique

Le Zizyphus lotus possede des caractéristiques physiologique et morphologique qui peuvent
contribuer a leur capacité de s’adapter aux environnements arides (Arndt, 2001). Il est une
espéce fruitiére trés rustique, résistante au froid modére, aux fortes chaleurs, pouvant végéter en
atmosphére séche, et se contenter d'une faible pluviosité, Mais il craint I'numidité excessive de
I'air et les précipitations abondantes (Taschmatov, 1962). Il monte jusqu'a 1 000 m. d'altitude.
Ses peuplements étendus, parfois presque purs, ont reculé depuis un siecle devant les
défrichements des colons, mais il est encore abondant par places (Chevalier, 1947).En raison de
ses aptitudes, cet arbre est preuve d'une grande facilité d'adaptation aux conditions climatiques, Il
résiste bien au vent, aussi les emploie-t-on dans certaines régions, en Inde et au Pakistan
notamment, comme brise-vent (Munier, 1973).
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Le Zizyphus lotusest peu exigeant et ayant une croissance trés lente, ¢’est son principal
inconvénient, son rendement est donc tardif, pour accélérer sa croissance, il est nécessaire
d’améliorer le sol dans sa prime jeunesse, le jujubier exige des arrosages copieux et des engrais
organiques azotés (Catoire et al., 1999). En prenant de 1’4ge ces arbres sont bien adaptés a la
sécheresse saisonniére et aux conditions chaudes, cependant pour augmenter et régulariser son
rendement, des irrigations sont indispensables (Catoire et al., 1999). 1l développe typiquement un
systeme profond et étendu de racine qui assure sa capacité d’exploiter les sources d’eau
profonde, maintenant de ce fait une quantité suffisante d’eau et d’un apport nutritif pendant des
périodes prolongées ou les couches supérieures de sol se dessechent (Arndt, 2001). 1l ne peut
guere se cultiver que sous le climat méditerranéen car malgré sa floraison tardive, il supporte fort
les gelées printaniéres, il pousse bien en sol sec et 1éger, mais il redoute 1’argile et I’humidité, et
il n’a pas besoin d’étre taillé, sa fructification commence dés la 4éme année, I’arbre est en plein
rendement vers les quinze ans (Bonnet, 2001). Le jujubier végéte dans les zones a faible
pluviométrie (moins de 500 mm en régions méditerranéennes et moyen-orientales et moins de
300 mm au sud du Sahara), il résiste bien au vent, d’ou son emploi comme brise-vent en bordure
de plantations particulierement exposées a des vents secs et violents, tous les types de sols
conviennent au jujubier dont le systéme racinaire puissant explore les sols en profondeur. Il
craint cependant les sols lourds et mal drainés. Le jujubier prospere particulierement bien dans
les sols sableux, il tolére bien le calcaire actif et la salinité, les besoins en eau du jujubier sont de
500 mm en cas de disponibilité en eau il fourrait irriguer plus souvent et copieusement
(Tounkob, 2012).

Cette espece est utilisée dans la lutte contre 1’ensablement (I’amélioration des sols
dégrades), elle intervient dans la fixation des substrats mobiles par I’émission de ses rameaux en
dehors des sols, en plus, elle constitue un abri pour les animaux (les rongeurs, les insectes et les
reptiles), et permet I’installation d’une flore nitrophile, ces caractéristiques font du Ziziphus lotus
un arbuste de valeur universelle, aux surfaces écologiques arides et semi-arides (Laamouri et
Zine El Abidine, 2000).

1.5.Répartition géographique
1.5.1. Dans le monde

Les especes fruitiéres de Zizyphus a grand potentiel de sélection, introduites dans plus de
30 pays representent des exemples extraordinaires de plantes pérennes a divers usages dans les
zones arides et semi-arides voire méme désertiques de presque tous les continents gréace a leurs
capacités de résistance a la sécheresse et leurs mécanismes physiologiques et morphologiques
d’adaptation (Laamouri et al., 2008).

Le genre Zizyphus occupe une vaste aire de répartition allant du continent asiatique en
passant par le bassin méditerranéen jusqu'a atteindre le continent américain, il s'avere étre d'une
grande importance du point de vue environnemental et socio-économique (Baa et al., 2001)
(figure 6). L’espece zizyphus lotus L. occupe donc toute la Berbérie depuis lia Tripolitaine et la
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cote Est de Tunisie jusqu'au Maroc occidental, sud de I'Egypte, Chypre, Asie mineure, Arabie,
Aden (Deflers), Afghanistan. Cultive et naturalisé dans le sud du Portugal et de I'Espagne (a
Terracine), en Sicile (prés Palerme), Spontané en Gréece, sud de I'Egypte (Delile) (Aug. chevalier,

1947).

Especes de la
famulle des
Rhamnacées.

Figure 6 : Répartition géographique des espéces de la famille des Rhamnacées (Dupont et
al., 2012).

1.5.2. En Afrique

L'arbuste vit dans les steppes subméditerranéennes, comprises entre la mer et le Sahara.
(Chevalier, 1947). 1l se situe tout au long de 1’Algérie, la Tunisie, la Libye, le Maroc (Benammar
et al., 2010) (figure 7).

Figure 7 : Aire de répartition du Zizyphus lotus en Afrique du Nord (Quézel et Santa,
1962).
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1.5.3. En Algérie

L’arbuste Zizyphus lotus est répandu partout en Algérie sauf dans 1’Algéro-Constantinois
(Queézel et Santa, 1962). Il est trés répandu dans les régions arides d’Algérie du Sud, Ain
Ouessara et Maessad (willaya de Djelfa) a climat aride, Taghit (wilaya de Bechar) au climat
saharien (Saadoudi, 2008) et aussi a Constantine (Ain Smara).

1.6.Les compositions chimiques de ’espéce

Le Zizyphus lotus comme une plante médicinale contient beaucoup d’éléments chimiques
qui sont les principaux composants des médicaments utilisés. Les études phytochimiques menées
sur cette plante montrent la présence de métabolites primaires (tableau 3) et secondaires (Catoir
et al., 1999). Elle synthétise de nombreux composés appelés métabolites secondaires tels que les
polyphénols (flavonoides, tanins), les triterpenes, les anthraquinones, les alcaloides
(cyclopeptides et isoquinolides), les saponosides (Catoire et al. 1994; Borgi et Chouchane., 2006)
tableau 4.

Tableau 3 : Pourcentage des compositions primaires du Zizyphus lotus L. (Chouaibi., 2011).

Compositions primaires Pourcentage (%)
Vitamines Vitamine A : Le_s vitamines sont impératives en période de
croissance (Hercberg et al, 1998).
Protéines 19,11
Carbohydrates 40,87
Lipides 32,92
Sucres 20
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Tableau 4 : Les composants chimiques majeurs et leur quantité dans les différents organes
végétaux du Zizyphus lotus (NutrMétab, 2016).

Organe végétal

Composés majeurs

Quantité

Polyphénols totaux

297 - 4078,2mg/100g

Fruits Flavonoides 122mg/100g
Tanins 33mg/100g
Glucides (monosaccharides) 8720mg/100g
Saponines 340mg/100g
Feuilles Flavonoides 130 - 199mg/100g
Polyphénols totaux 664mg/100g
Rutine 3,66mg/100g
Flavonols glycosides 3,00mg/100g
Lipides 29730mg/100g
Protéines 14220mg/100g
Graines Glucides 4087 - 4720mg/100g
Suce soluble 4100mg/100g
Polyphénols totaux 14,68mg/100g
Polyphénols totaux 109mg/100g
Saponines (lotuside I et 1l, lotusine 219mg/100g
Ecorce des racines A-G)
Proanthocyanidine 156mg/100g
Flavonoides 87mg/100g
Sucre soluble 10500mg/100g
Minéraux 3200mg/100g
Pulpes Protéines 1180mg/100g
Tanins 922mg/100g 325mg/100g
Polyphénols totaux 325mg/100g
Flavonoides 173mg/100g

1.7.L’utilisation de ’espéce
Le jujube est parmi les especes les plus utilisables avec les populations dans le monde.
Aujourd'hui, il est largement consommeé par les populations d'Afrique du nord, du Moyen Orient

et de Chine (Munier, 1973).

1.7.1. L’utilisation alimentaire

Les jujubes provenant de peuplements sont commercialisées sur les marches d'Afrique du

nord, de Syrie, d'Arabie et des grands centres au sud du Sahara : St Louis, Kayes, Tombouctou,

Gao ..., elles sont utilisées en confiserie, en patisserie, aprés avoir eté transformees en pate ou en

farine aprés séchage (Munier, 1973).11 se consomme frais, en conserve, et en confiture, aussi est
largement utilisé et recherché en confiserie (fruit confits) et en pharmacie (Catoire et al., 1999).

Page 9




Chapitre I: Revue bibliographique

1.7.2. L’utilisation médicinale

Zizyphus lotus est une plante utilisée en médecine traditionnelle dans de nombreux pays
comme seédatif, analgésique, tonique et anti-inflammatoire (Claudine, 2007 ; Mounni, 2008,
Ghedira, 1994). Le décocté des racines est utilisé par les personnes diabétiques comme
hypoglycémiant (Lahlou, 2002 ; Allali, 2008). Elle est également, utilisée pour soigner le tube
digestif et le foie (Baba Aissa., 1999). Les feuilles du Zizyphus lotus possédent des effets
analgésiques attribués a leur contenu en principes actifs ; les flavonoides et les saponines (Borgi
et al.,2007), elles sont utilisées contre les piqures des vipéres au Sahara (Benchalah, 2004), et les
fruits sont préconisés dans le traitement de la gorge et les infections respiratoires (Baba Aissa,
1999 ; Borgi, 2007). Les extraits aqueux des racines, des feuilles et des fruits possedent une
activité anti-ulcérogénique. (Borgi et al. 2007).

Plusieurs parties de Zizyphus lotus sont administrées en tant qu'agents anti-infectieux
urinaires, cutanés, antiviraux, anti-diarrhéique, agents d'insomnie (Anand et al., 1989 ; Adzu et
al., 2003), contraceptif, antimicrobien (Yoon et al., 2010), et stimulant de I'immunité (Benammar
etal., 2010).

1.7.3. Autres utilisations

Le Zizyphus lotus est utilis¢ en ébénisterie de luxe sous le nom d’acajou d’Afrique, ou il
fournit un bon combustible et un charbon de premiere qualité (Tounkob, 2012). Les rameaux
secs et épineux du jujubier sont utilisés pour former des clétures défensives (Adzu et al., 2002).
Les feuilles sont employées largement comme une réserve fourragere d’appoint pour les
chameaux et les chevres (Tripathi et al., 2004). C’est la seule espéce ligneuse spontanée qu’on
rencontre aux limites Nord du désert. En Afrique, le bois du jujubier est utilisé pour la sculpture
et la menuiserie (Epfraim et al., 1998).

2. Lagermination

La germination est la phase premiére de la vie de la plante, assure la naissance d'une jeune
plantule aux dépens de la graine (Guyot; 1978). C’est une période transitoire au cours de laquelle
la graine qu’était a 1’état de vie latente, manifeste une reprise des phénomeénes de multiplication
et d’allongement cellulaire a 1’état de vie active, que les réserves qui jusque I’assuraient le
métabolisme résiduel de I’embryon vont étre activement métabolisées pour assurer la croissance
de la plantule (Deysson, 1967 ; Jeam et al., 1998). Aussi; elle est décrite comme I'émergence et
le développement a partir de I'embryon de structures essentielles qui sont indicatrices de la
capacité de la graine a produire une plante normale sous des conditions favorables (Willan,
1984).
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2.1.Les types de germination
On distingue deux types de germination au sens large
> La germination épigée « germination épicotyle »: Au cours de laquelle I’allongement
de la tigelle porte les cotylédons au-dessus du niveau du sol;
> La germination hypogée « germination hypocotyle »: Au cours de laquelle, la tigelle
ne s’allonge pas et les cotylédons restent en terre(Meyer et al., 2004).
2.2. Les phases de germination

Selon Binnet et Brunnel (1968) et Come (1970), la germination comprend trois phases
successives :

> La phase d'imbibition qui correspond a la réhydratation de la graine par une prise
d’eau rapide a I’état liquide, mais I’excés d’eau peut géner la germination ;

» La phase de germination stricto sensu (la germination au sens strict) qui correspond a
I’activation physiologique de la semence aprés I’imbibition et s’achéve avec le début
de I’allongement de la radicule ;

» La troisiéme est caractérisée par une reprise de I’absorption d’eau et une
augmentation de la consommation d’oxygene, elle correspond a un processus de
croissance de la radicule puis de la tigelle (Heller et al., 2000 ; Raven et al., 2003 ;
Meyer et al., 2004).

2.3.Les conditions de germination
2.3.1. Conditions internes

Selon Chaussant et Deunff (1975) la germination est influencée par la maturité et la
longévité des semences.

La maturité : C’est ’état complet de la morphologie et la physiologie des semences,
lorsque toutes ses parties constitutives sont différenciées, il y a des semences, bien que vivantes
et morphologiquement mires ne germent pas, méme en présence des conditions favorables pour
la germination, parce qu’elles ne sont pas physiologiquement mures.

La longévité : C’est la durée pendant laquelle les semences restent vivantes et capables de
garder leur pouvoir germinatif. Elle varie selon I’espece et la variété (Heller, 1990). Lorsque des
graines arrivées a maturité sont placées dans des conditions optimales de température,
d’humidité et d’oxygénation pour leur croissance et qu’elles ne germent pas, plusieurs types de
causes sont a envisager (Boualem, 2014).

2.3.2. Conditions externes

La graine exige la réunion de conditions extérieures favorables a savoir 1’eau, I’oxygene, la
température et la lumiére (Soltner 2007).
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e L’cau

La germination exige obligatoirement de I’eau, celle-ci doit étre apportée a 1’état liquide,
elle pénétre par capillarité dans les enveloppes (Chaussat et al., 1975). Elle est remise en solution
dans les réserves de la graine, pour étre utilisée par I’embryon, et provoque le gonflement de
leurs cellules, donc de leur division (Soltner, 2007).

e L’0xygéne

La germination exige obligatoirement de I’oxygene (Soltner, 2007). Selon Mazliak (1982)
une faible quantité d’oxygeéne peut étre suffisante pour permettre la germination.

e Latempérature

Selon Ammari (2011), la température est certainement le facteur le plus important de
germination parce qu’elle joue un rdle dans la vitesse des réactions biochimiques. Elle a deux
actions : Soit directe par 1’augmentation de vitesse des réactions biochimiques, c’est la raison
pour laquelle il suffit d’élever la température de quelques degrés pour stimuler la germination
(Mazliak, 1982) ; soit indirect par I’effet sur la solubilité¢ de I’oxygéne dans 1’embryon (Chaussat
etal., 1975).

e Lalumiére

La lumiére agit de maniére différente sur les especes, elle inhibe la germination des graines
a photosensibilité négative et stimule celles & photosensibilité positive (Anzala 2006).

2.4.La dormance des graines

La dormance d’une semence est comme une inaptitude a germer correctement lorsque
toutes les conditions de 1’environnement sont apparemment favorables, présence d’eau, bonne
oxygénation, température ni trop basse ni trop élevée, etc. (Mazliak, 1982). D’aprés Come
(1975), la majorité des auteurs 1’emploient indifféremment pour désigner 1’état physiologique
dans lequel se trouve une semence ou un embryon, soit qu’ils sont placés dans des conditions
favorables a leur germination ou non.

3. Les Activités Biologiques
3.1.L’activité antioxydante

Il existe de nos jours un intérét croissant vis-a-vis la biologie des radicaux libres. Ce n’est
pas seulement da a leur réle dans des phénomenes aigus tels que le traumatisme ou 1’ischémie,
mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques associées au
vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires et la
dégénérescence du systeme immunitaire (Guinebert, 2005).
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3.1.1. Les antioxydants

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche 1’oxydation d’autres substances
chimique. Les antioxydants sont utilisés pour réduire 1’oxydation du produit auquel ils sont
mélangés, 1’effet des antioxydants provient de deux mecanismes.

1) lls neutralisent les radicaux libres et empéchent les réactions en chaine initialisées par
ces derniers.

2) Les antioxydants détruisent les hydroperoxydes (composés intermédiaires formant des
radicaux libres en interrompant la liaison O_0O), diminuant ainsi la vitesse de formation des
radicaux libres (Ribeiro et Bernardo.,2001).

3.1.1.1.Les antioxydants primaires (enzymatiques)

Les principaux systémes enzymatiques antioxydants les plus efficaces sont chez les
mammiféres ainsi que chez les plantes (Mates et al., 1999; Sharma et al., 2012) ou la cellule est
pourvue d’enzymes antioxydants qui sont des systémes de défense trés efficaces. Cette ligne de
défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et de peroxydase (glutathion
et ascorbate) (Favier., 2006). Ces enzymes antioxydantes permettent 1’élimination des radicaux
libres primaires, selon les réactions suivantes (Lehucher-Michel et al., 2001).

superoxyde dismutase

20,"+2 H = H,0, + 0,

catalase

2 H,0, = 2 H,0 +0,

glutathione peroxydase

H,0, +2 GSH = 2 H,0 + GSSG

De ce fait, elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des lipides
membranaires notamment, et contribuent donc a la protection des membranes de la peroxydation
lipidique (Dacosta, 2003).

3.1.1.2. Les antioxydants secondaires (non enzymatiques)

Ce sont des molécules exogénes, contrairement aux enzymes antioxydantes, une molécule
d’antioxydant piége un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule
d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systémes (Figure8) (Dacosta, 2003).
Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont était proposées. Elles

Page 13



Chapitre I: Revue bibliographique

incluent : la vitamine E, I’acide ascorbique, le B-caroténe, les flavonoides, les composés
phénoliques,...etc. (Kohen et Nyska., 2002).

R. libres primaires R . libres organiques
ROO.

Antioxydants primaires Antioxydants organiques
b SOD " Vitamuine EXC
I‘ catalase [ Glutathhon
peroxydase / \ polyphénols

Figure 8:Les systéemes de défense contre les radicaux libres (Kohen et Nyska., 2002).

3.1.1.3.Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de
radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).

O (oxygene fondamental)

lc
(l MPO
H,0,
— SOD, Vit C
peroxyde d' h\dln}uk_ acide hypochloreux

anion superoxy d;

Fe.Cu ((;Au de javel)
catalase / \ Vit C, flavonoides,
/ iSH
ferritine, transferrine,
agents chélateurs ROOH

radical hydroxyle

X » ‘ lipoperoxydes
oxygene singulet acide urique, Vit C, GSH ——X"

. Vit E, Se-GPx, ubiquinone

f-caroténe, lycopéne

Figure 9 : Régulation de la production d'especes réactives de I'oxygene par les systemes de
défenses antioxydants (Milbury et Richer., 2008).
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3.1.2. Leradical libre (RL)

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparie.
(Celibataire), ce qui le rend extrémement réactif. (Exemple : 1’anion superoxyde Oz d’ou le
symbole ¢ indique la présence d’un électron célibataire). Cette propriété rend ces éléments trés
réactifs du fait de la tendance de cet électron a se ré-apparier, déstabilisant ainsi d’autres
molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et
initient ainsi une réaction en chaine. C’est typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation
lipidique (Halliwell., 1994).

3.1.3. Stress oxydatif

Le stress oxydant se définit comme un désequilibre de la balance entre le systéeme de
défense des antioxydants et la production des espéces réactives de 1’oxygéne (ERO)(Sayreet
al.,2008 ;Bloomer et al.,2008 ;Power et al.,2010). Ce déséquilibre peut se produire quand le
systetme de défense des antioxydants est surmené par I’augmentation des oxydants ou lorsque les
défenses sont affaiblies suite a une carence d’apport et/ou de production d’antioxydants
(Kirschvink et al.,2008) .Cela entraine des lésions biochimiques au niveau des cellules de
I’organisme du fait de leur conséquence sur le plan moléculaire, telles que les altérations au
niveau des protéines, 1’apparition de cassures au niveau de I’ADN, ou des atteintes de I’intégrité
de la membrane cellulaire par I’induction de la peroxydation lipidique .(Stadtman et al.,1998
;Halliwell.,1999;De_Zwart .,1999).

3.1.4. Balance Oxydants /Antioxydants et stress oxydant

Les ROS ont des roles physiologiques trés importants en agissant, a faibles concentrations,
sur la régulation des réponses biologiques, la transduction du signal et autres voies de
signalisation (Favier., 2003). Dans I’ensemble de nos tissus sains, les défenses antioxydantes
sont capables de faire face et détruire les radicaux produits en exces. On dit que la balance
Oxydants /Antioxydants est en équilibre. Mais dans certaines situations, en raison d’une
surproduction radicalaire (tabac, alcool, pollution, ...) ou d’une diminution des capacités
antioxydantes (insuffisance d’apports des micronutriments antioxydants, inactivation
enzymatiques) un déséquilibre entre la production des radicaux libres et le systéme de défense
est a I’origine d’un état redox altéré de la cellule appelé stress oxydatif (Sohal et al., 2002). Pour
enrayer le stress oxydant, il faut donc aider la cellule et ’organisme par I’apport d’antioxydants
secondaires (vitamine C, E, caroténoides, polyphénols) (Kohen et Nyska., 2002).
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Le stress oxydatif est la consequence d'une rupture entre I'equilibre:
Radicaux hbres ¢ Anti-oxydants

* Baisse des défenses
antroxydantes

» Expostion ala lumiére
* Phagocytose
* Respiration cellulaire trés active

FigurelO : Déséquilibre de la balance entre pro-oxydant et antioxydant (Shimizu, 2004).

3.2.  Activité antimicrobienne

Dés la naissance, I'homme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces micro-
organismes de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut schématiquement en distinguer 3
groupes : les barriéres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou innés) et
I'immunité acquise (Kaufmann ., 1997).

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi résistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes (Billing et Sherman., 1998).

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité
vis-a-vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a l'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les
adhésines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan ., 1999).
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4. Composés phénoliques
4.1.Généralités sur les polyphénols

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du regne
végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures
variées qu’il est difficile de définir simplement (Bruneton, 1993). Ce sont des métabolites
secondaires caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements
hydroxyles libres ou engagés avec des glucides (Figure 11). lls sont présents dans toutes les
parties des végétaux supérieures (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) ;
et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la
rhizogéneése, la germination des graines et la maturation des fruits (Boizot et Charpentier, 2006).

Groupe hydroxyle — * OH

Anneau
aromatique ,

Groupe phénol

Figure 11 : Squelette de base des composées phénoliques (Girotti-Chanu, 2006).

Les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus largement
distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques connues
(Lugasi et al ., 2003). Ils sont divisés en plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines,
lignanes, flavonoides, tannins, quinones, acides phénols, xanthones et autres phloroglucinols ou
les flavonoides représentent le groupe le plus commun et largement distribué (Figure 11). La
grande diversité structurale des composés phénoliques rend difficile une présentation globale des
méthodes qui permettent leur extraction et leur isolement, des processus mis en jeu au cours de
leur biosynthese, de leurs propriétés physico-chimiques et biologiques (Bruneton, 1993).

L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous dérivant
de l’acide shikimique (Figure 12). Cette voie shikimate conduit a la formation des
monosaccarides aux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis par
désamination de ces derniers, aux acides cinnamiques et a leurs tres nombreux dérivés : acides
benzoiques, acétophénones, lignanes et lignines, coumarines (Bruneton, 1993).
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Figure 12 : Biosynthese des composés phénoliques le plus largement distribués par la voie de
shikimate (Crozier et al., 2006).

PAL : phénylalanine ammonia-lyase ;
C4H :cinnamate 4-hydroxylase.

Les recherches des dix a quinze dernieres années ont démontré que les composés
phénoliques ne sont nullement des produits inertes du metabolisme. Ils subissent dans les tissus
végétaux d’importantes variations quantitatives et qualitatives et interviennent dans les processus
vitaux les plus divers. Le mode de leur action et sa signification physiologique ne sont pas
encore toujours clairs. Un role important est attribué aux phénols dans la résistance des plantes
aux maladies, comme c’est le cas de la résistance du cotonnier a la maladie de flétrissement, la
verticilliose. Le phénoméne d’accumulation des substances phénoliques dansles tissus végétaux
infectés ou dans les zones proximales est également observé a la suite de blessures causées par
des facteurs mécaniques (Brzozowska et al., 1973) et dans le cas de carence en certains éléments
minéraux comme ’azote et le soufre (Loche, 1966).

Des travaux plus anciens (Nitsch et Nitsch, 1961; Alibert et al., 1977) ont montré que les
phénols seraient associés a de nombreux processus physiologiques : croissance cellulaire,
différenciation organogene, dormance des bourgeons, floraison, tubérisation. Les polyphénols
sont aussi connus pour leurs effets protecteurs contre le rayonnement UV, I’effet attracteur sur
les insectes et les oiseaux pollinisateurs et pour leurs propriétés antifongique et antibactérienne
(Heimeur et al., 2004). Ils interviennent dans la qualité alimentaire des fruits en déterminant la
saveur, nous citons : les flavanones sont responsables de I’amertume des Cistus et peuvent
donner naissance par transformation chimique a des dihydrochalcones a saveur sucrée (Dubois et
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al., 1977), les anthocyanes, composés de couleur rouge a violet, participent a la coloration des
fruits mirs et les tannins sont a 1’origine de la sensation d’astringence des fruits non murs. A
partir des années quatre-vingt, c’est la découverte du role des radicaux libres dans les processus
pathologiques qui a relancé I'intérét des polyphénols en particulier les flavonoides dont les
propriétés antioxydantes sont trés marquées.

4.2.  Classification des polyphénols

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes, qui se
differencient par la complexité du squelette de base, le degré de modification de ce squelette et
les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres (glucides, lipides,
protéines...etc.)(Herbert, 1989 ; Beta et al., 2005 ; Macheix et al., 2005). Les principales classes
de composés phénoliques sont résumées dans le tableau 5 et la figure 13.

Tableau 5 : Principales classes des composés phénoliques (Macheix et al., 2005 ; Daayf et
Lattanzio, 2008).

Nombre de Carbone Structure de base Classe exemples
6 C6 Azl s_lmples. Busseroles.
Benzoquinones.
7 C6-C1 Acides phénoliques. Epices, fraises.
Acétophénones.
£ e Acides benzoiques. 4
Acides Pomme de terre.
hydroxycinamiques. Pommes.
. Seree Coumarines. Les fruits du genre
Polypropenes. citrus.
10 C6-C4 Naphtoquinones. Noix.
13 C6-C1-C6 Xanthones. REEIESL LT
Centauree.
14. C6-C2-C6 SHlEEES o Vignes.
anthraquinones
15 C6-C3-C6 Flavon0|ql_es. Frun_ et Iegu_me.
Isoflavonoides. Soja et pois.
18 (C6-C3), LignanesNéolignana Pin.
30 (C6-C3-C2), Biflavonoides. Carciniahyperic.
(C6-C3)n _— ] Bois.
N (Cé)n L?;A?niségr?éizggf' Noyaux des fruits.
(C6-C3-C6)n. Raisins rouges
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Figure 13: Classification des polyphénols avec exemples pour chaque classe (Boros et al.,
2010).
4.2.1. Les flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait du terme « flavedo », désignant la couche externe des
écorces d’orange (Piquemal, 2008), cependant d'autres supposaient que le terme flavonoide a été
plutdt prété du « flavus » qui signifie jaune (Karaali et al., 2004). Ce terme désigne une trés large
gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols (Seyoum et al., 2006), ils
sont considérés comme des pigments quasiment universels des végétaux, souvent responsables
de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A 1’état naturel les flavonoides se
trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides (Ghestem et al., 2001; Bruneton, 1999 )..

4.2.1.1. Structure et classification

Du point de vue structurale, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de
molécules, en effet plus de 6400 structures ont été identifiées (Harborne et Wiliams., 2000).
Actuellement, environ 4000 composés flavoniques sont connus (Edenharder et Griinhage, 2003)
et ont tous le méme squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont arrangés a une
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configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane ce qui est synonyme avec la structure 2-
phényle chromane (Yao et al., 2004) (Figures 14 et 15).

Figure 14: Structure du 2-phényle chromane. Figure 15 : Structure générale des flavonoides.

De facon générale les flavonoides se trouvent soit a 1’état libre, dans ce cas ils sont dits
aglycones, soit sous forme de C- ou O-glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des sucres tels que
le glucose, le thamnose, I’arabinose, ils peuvent en outre étre des monomeres ou des oligoméres
(Dacosta, 2003). La nature chimique de ces composants dépend de leur classe structurale, de
degré d'hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence : de double liaison C2-C3, du groupe 3-Oet la
fonction 4-oxo (Yao et al., 2004 ; Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006). En se basant sur leur
squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes : anthocyanidines ;
flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes ; isoflavanes ; flavanols ;
isoflavanols ; flavanones ; isoflavanones ; aurones (Havsteen, 2002 ; Edenharder et Griinhage,
2003) (Figure 16).

Page 21



Chapitre I: Revue bibliographique

R
HI‘
\‘f"//;\\:\.«’”
HQO o) \&)
e ST R"
Al B |
P
QOH
oOH Q
1soflavonoles
flavonoles
R

T ‘ | Ao 1O

|
| o © P

&
Q

1soflavones '
flavones flavanones

flavanols

flavanes isoflavanes aurones

o. O
N
(1>

anthocyanidines

OH

Figure 16: Structures des squelettes de base des flavonoides (Havsteen, 2002).
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4.2.1.2. Propriétés des flavonoides
Les propriétés des flavonoides sont schématisées sur la figure 17.

» Propriétés anti radicalaires
» Propriétés anticancéreuses
» Propriétés antiallergiques

» Propriétés antibactériennes

> Propriétés anti inflammatoires

Propriétés chélatrices des ions métalliques : Propriétés anti radicalaires :
Gréce a leur structure chimique spécifique, les flavonoides -La propriété antioxydant permet aux polyphénols de piéger
peuvent facilement chélater les ions métalliques en créant les radicaux libres contre les agressions environnementales.
des composés complexes inactifs. La quercétine et la myricétine ont une activité anti-radicalaire

efficace et importante.

Sur la santé
humaine

Figure 17:Schémas des propriétés des flavonoides (Zeghad, 2009).
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4.2.2. Lestanins

Le terme « tannin » ou « tanin » vient de la source de tanins, utilisé pour le tannage des
peaux d’animaux en cuir. Dans ce processus, les molécules de tanins se lient aux protéines par
des liaisons résistantes aux attaques fongiques et bactériennes (Dangles et al., 1992). Ils sont
présents dans une variété de plantes utilisées dans 1’alimentation, notamment les céréales et les
Iégumineuses (Peronny, 2005).

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées ayant en commun la
propriété de tanner la peau, c‘est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces substances ont en effet la
propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant. Trés répandus dans
le régne végétal, ils peuvent exister dans divers organes, mais on note une accumulation
particuliécrement dans les tissus agés ou dorigine pathologique. lls sont localisés dans les
vacuoles, quelques fois combinés aux protéines et aux alcaloides. On distingue: les tanins
hydrolysables et les tanins condensés (Roux et al ; 2007).

4.2.2.1. Classification

On distingue deux grands groupes de tanins, différents a la fois par leur réactivité chimique
et par leur composition (Haslam, 1989).

» Tannins hydrolysables

Les tanins hydrolysables ou acides tanniques sont des polymeres de 1‘acide gallique ou de
son produit de condensation ; l‘acide éllagique. Ils ont un poids moléculaire plus faible et
précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins condensés. lls peuvent diminuer la
dégradation des parois dans le rumen et étre hydrolysés dans 1‘intestin en libérant des produits
toxiques pour le foie et le rein. Ils sont divisés en éllagitannins et gallotannins (figure 18). Les
gallotannins liberent par hydrolyse acide, hydrolyse basique, a I'eau chaude ou par action
enzymatique de I'acide gallique (Roux et al ; 2007).
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Figure 18 : Structure d’un tanin hydrolysable (Peronny, 2005).

> Tanin scondensés

Appelés aussi pro-anthocyanidines ou pro-cyanidines, les tanins condensés sont des
polyphénols de masse molaire élevée(Roux et al ; 2007). llssont différents fondamentalement des
tannins hydrolysables car ils ne possédent pas de sucre dans leur molécule et leur structure est
voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des polymeres flavaniques constitués d’unité de flavan-
3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone (figure 19). Les pro-anthocyanidols ont
été isolés ou identifiés dans tous les groupes végétaux, Gymnospermes et Fougeres (Bruneton,
1999).11s ont la propriété de coaguler les protéines du derme, d’ou leur utilisation dans le tannage
des peaux (Guignard, 2000 ; Hopkins, 2003).
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Figure 19 : Structure d’un tanin condensé (Peronny, 2005).
4.2.2.2. Propriétés biologiques des tanins

Les tanins sont considérés comme des anti-nutriments grace aux divers effets nuisibles a
savoir la digestion réduite des aliments, la faible biodisponibilité des micronutriments et les
dommages du foie (Chung et al., 1998). Ils sont dotés d’un certain pouvoir astringent, par lequel
on explique leurs propriétés vasculo-protectrices, cicatrisantes et anti-diarrhéiques (Hennebelle et
al., 2004). Ce sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produites au cours de
la peroxydation, des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour conséquence
de stopper la réaction en chaine de 1’auto oxydation des lipides (Smythies, 1998).

Les tanins catéchiques ont un pouvoir antioxydant trés remarquable dd a leurs noyaux
phénols et a la présence des groupes di- ou tri hydroxyles sur le cycle B et les groupes méta-5,7-
dihydroxyles sur le cycle A (Rahman et al., 2006). Les plantes riches en tanins sont utilisées pour
retendre les tissus souples, comme dans le cas des veines variqueuses, pour drainer les sécrétions
excessives, comme dans la diarrhée et pour réparer les tissus endommagés par un eczéma ou une
brldlure (Smythies, 1998), permettent aussi de stopper les hémorragies et de lutter contre les
infections (Zimmer et Cordesse, 1996 ; Smythies, 1998 ; Bruneton, 1999).
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5. Les activités biologiques des composes phenoliques

Les polyphénols sont parmi des substances bioactives les plus, therapeutiquement utiles.
Ces composants sont présents dans les légumes, les fruits et plusieurs autres sources
alimentaires, en conséquence la prise réguliére de légumes et des fruits est tres recommandée
parce que les polyphénols qu’ils contiennent jouent un role important dans la réduction du risque
des maladies chroniques et dégénératives (Apak et al., 2007) tableau 6.

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

Tableau 6: Les principales activités biologiques des composés phenoliques (Amari
etGourissi ; 2017)

Polyphénols Activités Références
Acides Phénols Antibactériennes . _ _
(cinnamiques et Antifongigues (Halliwell, 1994; Cotelle, 2001) ;

benzoiques) Antioxydantes (Muanda, 2010).

Antitumorales
Anticarcinogénes (Milane, 2004) ;
Flavonoides Anti-inflammatoires (Cotelle, 2001) ;
Hypotenseurs et diurétiqgues ~ (Marfak, 2003 ; Balasundram, 2006).
Antioxydantes

Tannins galliques et Antioxydantes ((Eg:lonnert]on 2(1)?)2? ) ;(C(:F;ﬁjrr:et,etze/\(l)gi)
catéchiques Antibactériennes Y 200’1) g '

6. Activité antioxydante des composés phénoliques

Les propriétés antioxydantes des polyphénols participent a la prévention de diverses
pathologies impliquant le stress oxydant, le vieillissement cellulaire, et les maladies
cardiovasculaires ou dégénérative (Wang et Mazza, 2002 ; Macheix et al., 2005 ; Sarni et al.,
2006). Les antioxydants naturels comme les composés phénoliques, et particulierement les
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acides phénoliques et les flavonoides peuvent empécher 1’oxydation d’un autre substrat en
s’oxydant plus rapidement que ce dernier.

Les flavonoides possédent de nombreuses activités biologiques, ces activités sont attribuées
en partie aux propriétés antioxydantes de ces composés naturels. (Fuhrman et al ., 1995).

L’action antioxydante de ces composés ne s’exerce pas seulement par I’inhibition des
radicaux libres, mais elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes et par la
chélation d’ions métalliques responsables de la production des espéces réactives de 1’oxygene

(Halliwell, 1994 ; Cotelle, 2001).

A cause de leurs faibles potentiels redox, les flavonoides (FL-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants (R*), comme le
superoxyde, le peroxyle, I’alkoxyle et 1’hydroxyle, par transfert d’hydrogeéne et le radical
Flavonoxy (FL-0) qui en resulte peut réagir avec un autre radical pour former une structure
stables (Jovanovic et al., 1994).Figure 20

Q

qumone

Figure 20: Piégeage des espéeces réactives oxygénées par les flavonoides (Marfak, 2003).
7. Méthodes d’extraction des molécules bioactives

L'extraction de principe actif a haute valeur est une étape trés importante dans 1’isolement
aussi bien que dans I’identification des molécules bioactives naturelles (Mahmoudi et al., 2013).
C’est la séparation sélective des parties actives des tissus végétaux des composants inactifs ou
inertes a l'aide des solvants (Oroian et al., 2015).

La méthode choisie ne doit pas conduire a la discrimination entre les composes ni induire
de réactions biochimiques, de dégradations thermiques, d’oxydation, de réduction, d’hydrolyse,
de changement de pH ou entrainer une perte de composés volatils. Pour cela, différents
parametres et propriétés sont a prendre en compte.

Parmi les méthodes d’extraction, on cite ; I’extraction par soxhlet, I’hydro-distillation (ou
par entrainement a la vapeur d’eau), I’infusion, la décoction, la macération qui sont des
techniques conventionnelles (Azmir et al., 2013) et d’autres nouvelles dont on peut évoquer
I’extraction assistée par microondes (Microwave assisted extraction (MAE)), I’extraction
acceéléree par solvants (Accelerated solvent extraction (ASE)), I’extraction assistée aux ultrasons
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(Ultrasoundassisted extraction (UAE)) et [D’extraction avec des fluides supercritiques
(Supercriticalfluid extraction (SFE)) (Bashi et al., 2012).

7.1.  Extraction par soxhlet

L’extraction par soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a 1I’épuisement complet du soluté dans
la matiere premiére (Subramanian et al., 2016).

7.2.  Extraction par hydro-distillation

L’hydro-distillation consiste a distiller un composé par entrainement a la vapeur selon un
phénomene physique particulier : la création d’un azéotrope (mélange de deux liquides qui bout
a température fixe et ne se distille pas en bouillant). La vapeur d’eau chargée en
moléculesorganiques est condensée puis récupérée (Wollinger et al., 2016).

7.3.  Extraction par infusion

C’est un procédé simple et rapide qui permet une bonne extraction des principes actifs, elle
se prépare en versant de 1’eau bouillante sur les parties de plantes fraiches ou séchées et le
tremper correctement pour dissoudre les principes actifs. Elle convient pour I’extraction des
parties fragiles des plantes : feuilles, fleurs, graines, écorces et racines (Konkon et al., 2006).

7.4.  Extraction par décoction

Elle est utilisée pour I’extraction de matieres végétales compactes: bois, écorces et racines.
Elle consiste a chauffer les plantes fraiches ou séchées avec de 1’eau pendant 10 a 30 min ;
jusqu’a ce que cette derniére soit bouillante et les constituants se dissolvent (Mahmoudi et al.,
2013).

7.5. L’extraction accélérée par solvants

C’est une technique qui utilise les solvants conventionnels a des températures (50-200 °C)
et des pressions (100-150 bar). Cette derniére est maintenue assez élevée pour garder le solvant a
1’état liquide qui reste toujours en dessous de ses conditions critiques (Gourguillon et al., 2016).

7.6.  Extraction au dioxyde de carbone (COz) supercritique

Elle est basée sur I’utilisation comme solvant (CO2) dans son état supercritique (ni liquide
ni gazeux). Le COz en phase supercritique est d’un pouvoir extractant remarquable, car il est
inerte chimiquement et non toxique. En plus, la récupération de 1’extrait est facile par simple
détente du gaz puisque le CO- est a I'état supercritique (Gourguillon et al., 2016).
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7.7.  Extraction par maceération

Elle consiste a mettre une plante ou une partie de plante soluble a froid. C’est la mise en
contact de la substance avec un solvant pendant un temps variable (plusieurs heures, voire méme
plusieurs jours) a une température ambiante pour permettre aux constituants actifs de bien
diffuser (Azmir et al., 2013).

Figure 21: Photo d’un agitateur magnétique
7.8. Extraction assistée aux ultrasons

L’extraction des composés bioactifs par ultrason (20-100 kHz) est une technique émergente
qui offre beaucoup de reproductibilité en peu de temps, elle est facile a mettre en ceuvre et peu
consommatrice de solvant et d’énergie. Elle est réalisée grace a un appareil appelé sonicateur qui
permet de transformer 1’énergie électrique en vibration mécanique longitudinale le long d’une
sonde, cette derniére permet de détruire les cellules biologiques en suspension (Prommajak et al.,
2014).

Figure 22: Photo d’un sonicateur.
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7.9.  Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction assistée par micro-ondes de produits naturels d’origine végétale a fait 1’objet
de nombreux travaux publiés dans des revues scientifiques. Actuellement, les techniques
d’extraction par micro-ondes les plus utilisées sont incontestablement tel que 1’extraction assistée
par micro-ondes par solvant « MAE » et sans solvant « MAP » mise a part I’hydrodistillation par
microondes sous vide ou vacuum microwavehydrodistillation « VMHD » et ’entrainement a
I’air.

Cette extraction est une nouvelle technique caractérisée principalement par la rapidité,
I’efficacité et la sélectivité. Elle implique une interaction directe entre un rayonnement
électromagnétique et la matiére végétale (Alupului et al., 2009). Contrairement aux techniques
classiques de chauffage par conduction ou convection, le chauffage par microondes d'un produit
résulte ainsi de la conversion en chaleur de I'énergie d'une onde électromagnétique au sein de ce
matériau. Ce transfert d'énergie particulier induit un transfert de matiére lui aussi particulier
(Gourari et al., 1992).

Figure 23 : Photo d’une micro-onde.
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Chapitre I1:

Méthodologie

Dans le cadre des recherches menées sur le zizyphus Lotus, les chercheurs ont utilisé
differentes méthodes afin d’expliquer le comportement des substances que renferme cette plante.

En raison de la pandémie du COVID-19, notre travail est bas¢ sur I’analyse de mémoires
de master et de doctorat de différentes régions en Algérie en raison de la récolte qui a été reéalisée
dans les différentes wilayas du pays (Ouest, Nord-Ouest, Est et Sud) et qui sont résumés dans le
Tableau.7. A cet effet, on fera une étude comparative des résultats obtenus.

Tableau 7 : identification des études choisies pour ce travail

Numérod’étude  L’étude Theme Année Université
Caractérisation phytochimique et
pharma(jciﬁ?);m(::n::iggsiestﬁggsde de AHMED
\ iqu xtrai ux
1 These plantes médicinales : Pistacialentiscuset 2016/2017  BEN BELLA
Zizyphus lotus - Oran
Etude morphométrique et essai de germination
des graines de jujubier (Zizyphus lotus)
Mémoire provenant du sud Algérien. Extraction et MOULOUD
2 t dosage de 3 classes de flavonoides et estimation = 2015/2016 MAMMERI -
(mas er) de I’effet de 1a poudre des fruits vis-a-vis de Tizi-Ouzou
TriboliumcastaneumHerbst (Coleoptera :
Tenebrionidae).
L. EL HADJ
Meéemoire Etude de P’activité biologique des extraits du
3 . . . 2008/2009 LAKHDER —
f Zizyphus | L.
(maglster) ruit de Zizyphus lotus Batna
Effets des méthodes d’extraction (agitation,
B o F microonde et sonication) sur les teneurs en }
4 Mem?"e composés phénoliques et I’ activité 2016 /2017 o I?Ii/e”RIA
(master) antioxydante des extraits de feuilles et de Jaia
graines de Zizyphus jujuba.
5 Mémoire Etude de I’activité biologique de I’extrait 2014/2015 [I)VIIEESNF'II?OESIEIS
(master) Aqueux des feuilles du Zizyphus lotus L .
Constantine
Détermination des principes nutritionnels et
foncti s de | loe du fruit du iuiubi DJILALI
6 Thése onctionnels de la pulpe du fruit du jujubier. 2016 LIABES - Sidi
Etude de son potential antioxydant et anti- bel Abbes

inflammatoire

1. Le materiel vegétal

Le matériel végétal utilisé est constitué de fruits et de feuilles prélevés a partir des

populations de Zizyphus lotus. Le tableau 8 résume le matériel végétal utilisé dans les études et
sa technique de préparation.

[1]: (salah,2017; Belkadi et Hadj-Ali, 2016 ; Zoughlach,2009.Aiche et Ait Aissa,2017 ;Hamea et Maziani,2015 et Mansour,2016) Page 32
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Tableau 8 : Matériel vegétal utilisé et sa technique de préparation [1]

Matériel
L,
I AR vegetal utilisé
1 Feuilles
2 fruits et feuilles
3 fruits
4 fruits et feuilles
5 Feuilles
6 Fruits

Lieu de récolte

chlef
( Medjadja)

Laghouat
(dayaTilghemt)
et Ghardara
(OuedNlsa)

Batna

Bejaia
(Kherrata)

Mila
(BardouBeinen)

SidiBel Abbes

Préparation

Les feuilles ont été lavées et séchées a I’ombre
dans un endroit sec et aéré pendant 15 jours.
Apres séchage, elles ont été broyées dans un
moulin électrique et récupérées dans des sacs
en papier propre

La pulpe des fruits a été 6tée et les noyaux
lavés. La pulpe a ensuite été broyée finement.
La poudre obtenue servira pour I’extraction
des différentes classes de polyphénols

Les feuilles ont été mises a 1’étuve a 25 C°
pendant une semaine. Elles sont broyées pour
obtenir une poudre qui servira pour la
préparation des différents extraits.

Les fruits ont été d’abord dénoyautés, ensuite
la partie comestible a été séchée a I’ombre a
’abri de la lumiére, a température ambiante.
Apres séchage, la partie comestible a été
broyée pour obtenir une poudre fine, qui a
servi pour la préparation des différents
extraits.

Les feuilles de jujubier ont été séchées a 1’aire
libre (20-25 jours) aprés dans 1’étuve a 37 °C
pendant 48 heures et a la fin broyées, tamisées
pour obtenir une poudre fine et conservée
dans des boites stériles.

Les graines de jujubier ont été séparées des
fruits, broyées et tamisées pour obtenir une
poudre fine et conservée dans des boites
stériles a 4 °C.

Les feuilles ont été séchées a 1’ombre a 1’abri
de la lumiére, a température ambiante.

Les pulpes du fruit sont séparées du noyau et
laissées a I’ombre, a I’abri de la lumiére et a
température ambiante. La partie comestible est
ensuite malaxée pour obtenir une pate, qui a
servi pour les analyses et la préparation des
différents extraits.

[1]: (salah,2017; Belkadi et Hadj-Ali, 2016 ; Zoughlach,2009.Aiche et Ait Aissa,2017 ;Hamea et Maziani,2015 et Mansour,2016) Page 33



Chapitre I1: Méthodologie

Figure 24: Préparation de la poudre des feuilles et fruits de Zizyphus lotus (Belkadi et Hadj-Ali,
2016).

[1]: (salah,2017; Belkadi et Hadj-Ali, 2016 ; Zoughlach,2009.Aiche et Ait Aissa,2017 ;Hamea et Maziani,2015 et Mansour,2016) Page 34
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2. Méthodes
2.1. Essais de germination

Dans I’é¢tude n°2, les auteurs ont fait un essai de germination pour voir la performance
germinative de deux populations (Laghouat [Daya Tilghemt]) = provenance 1 et Ghardaia
[Oued Nlsa]m provenance 2). La méthode qu’elles ont suivi est la suivante :

Les noyaux sont lavés a ’eau tiede (30°C) pour la levée de la dormance. Les graines
extraites des noyaux ont été réparties en 03 lots pour chaque provenance : (provenance 1 : 10
grains) et (provenance 2 : 11 graines)

Chaqgue lot a été soumis a un prétraitement spécifique :
e T : Graines témoins.
e E1: Graines scarifiées.
e E2: Graines traitées au froid (24h).
2.1.1. Mises a germination

Les différents lots de graines sont imbibés avec de I’eau pendant 2h. Elles sont ensuite
reparties dans des boites de Pétri, sur un papier buvard arrosé avec 10 ml d’eau stérilisée puis
mises a I’étuve a 25 C°.

Les pas de I’essai de germination sont expliqués dans la figure 25
2.1.2. Suivis de germination

Une fois germées les graines soumises aux différents traitements sont dénombrées toutes
les 24 heures.

Le taux de germination, ainsi que I’indice et la vitesse de germination de chaque lot pour
chaque population sont déterminés selon les formules suivantes :
nombre de graines germées

Taux de germination (%) = x 100
g (%) nombre total de graines

(NIXTD)+ oo +(NnxTn).

Vitesse de germination=

(N2-N1) (N3-N2)

Indice de germination = N1 x 1+ > 3

...+ (Nn-Nn-1)1n

N1 : est le nombre de grains germé au temps T1.

N2 : est le nombre de grain germé au temps T1 et T2,

[1]: (salah,2017; Belkadi et Hadj-Ali, 2016 ; Zoughlach,2009.Aiche et Ait Aissa,2017 ;Hamea et Maziani,2015 et Mansour,2016) Page 35
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N1, N2, N3....... , Nn-1 et Nn sont les pourcentages de germination obtenue en fonction
des jours.

Le suivide germination est terminé lorsque le taux de germination reste constant.

-Répartition des graines en 03 lots pour chaque

-soumission des graines a 03 Prétraitements.

4 | Y

Lot 01 : Témoin (T). Lot 02 : scarification (E1). Lot 03 : traitement au froid.
Imbibition pendant 2h (Avec du papier de verre), et (24h a 4° C), et imbibition
imbibition pendant 2h pendant 2h

Figure 25: Procédeé de la mise a germination des graines de zizyphus lotus (Belkadi et Hadj-Ali,
2016).

[1]: (salah,2017; Belkadi et Hadj-Ali, 2016 ; Zoughlach,2009.Aiche et Ait Aissa,2017 ;Hamea et Maziani,2015 et Mansour,2016) Page 36
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2.2.Détermination du taux d’humidité et du taux de cendre
2.2.1. Taux d’humidité

Pour déeterminer la teneur en eau, on fait une dessiccation de la matiére fraiche a la
température de 103+2°C dans une étuve isotherme ventilée a la pression atmosphérique jusqu’a
une mesure pratiqguement constante (Audigie et al .,1987). La teneur en eau est la différence entre
le poids de I’échantillon avant et apres la dessiccation lorsque leur poids soit constant.

H% =———x100
M1

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

M1 : masse en g de la capsule avec I’échantillon avant la déshydratation.

M2 : masse en g de la capsule avec I’échantillon apres la déshydratation.
2.2.2. Taux de cendre

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

MO% =M2M2 . 100
M1

MO% : matiere organique.
M1 : masse en g de la capsule et la matiere seche avant I’incinération.
M2 : masse en g de la capsule avec les cendres.
La teneur en cendre est déterminée comme suit : %cendre=100-%MO
2.3.Préparation des extraits

Les méthodes d’extraction des molécules bioactives que nous avons mentionnées plus tot
sont nombreuses et différentes. Ce travail rassemble quelques méthodes qui sont utilisées dans
les études sélectionnées, et sont classifiées dans le tableau 9 suivant :

R —
[1]: (salah,2017; Belkadi et Hadj-Ali, 2016 ; Zoughlach,2009.Aiche et Ait Aissa,2017 ;Hamea et Maziani,2015 et Mansour,2016) Page 37
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Tableau 9 : Méthodes d’extraction utilisées dans les étudessélectionnées[1].

Etude Méthodesd’extraction Matérielvégétal Quantité (g)
1 Par soxhlet Feuilles 70
Fruits 0.5
2 Par hydrolyseacide
Feuilles 0.5

Par solvants _
’ par macération Fruits 250

Par macération assistée Fruits 0.1

4 aux ultrasons :
par micro-ondes Feuilles 04
5 Par macération Feuilles 50
6 Assistée aux ultrasons Fruits 50

+ Modes opératoires :

Dans chaque étude, ils ont suivi un mode d’opération pour appliquer la méthode choisie
avec des mesures précises. Ces modes sont :

» Etude n°l
e Extraction solide-liquide

Le broyat des feuilles de Z. lotus (70 g) a été introduit dans la cartouche de cellulose qui est
bouchée avec du coton pour éviter le reflux. Cette cartouche est fixée sur un réservoir de solvant
et est surmontée d’un réfrigérant (Sarker et al., 2005 ; Zhou et al., 2012).

Le ballon contenant le solvant d’extraction (méthanol : eau (80V/20V) est chauffé, et le
solvant ainsi vaporisé est condensé tout en restant en contact avec la matiere végétale. Le solvant
collecté dans le ballon s’enrichit de plus en plus en soluté a chaque cycle d’extraction et la
matiere végétale est toujours en contact avec le solvant fraichement distillé. L’extraction est
terminée lorsque le solvant d’extraction qui s’écoule devient de plus clair ¢’est-a-dire avec une
concentration négligeable de soluté (Qaralleh etal.,2009 ; Chakraborthy et al., 2010 ; Nas et
al.,2010).

[1]: (salah,2017; Belkadi et Hadj-Ali, 2016 ; Zoughlach,2009.Aiche et Ait Aissa,2017 ;Hamea et Maziani,2015 et Mansour,2016) Page 38
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e Extraction liquide-liquide

Les extrais des feuilles sont mélangés a volumes égaux avec le mélange cyclohexane-eau,
apres agitation de 2 heures, les phases aqueuses sont récupérées (Jerkovic et al., 2010).

e Concentration des extraits

Les extrais ont été évaporés a sec sous pression réduite a 1’évaporateur rotatif a la
température de 45 °C, selon la procédure suivante (Memon et al.,2003 ; Aniyathi et al., 2009 ;
Anwar et al., 2010) :

- Placer les extrais contenant le solvant a évaporer dans le ballon, le plonger dans
le bain marie d’eau chaude et le mettre ensuite sous rotation ;

- Ouvrir le robinet d’eau froide relié au réfrigérant ;

- Fermer ensuite la vanne reliant le montage a la pression extérieure et faire le
vide a I’intérieur de ’appareillage a I’aide d’une pompe a vide ;

- Procéder a I’évaporation jusqu’a disparition complete du solvant.

> Etude n°2

La technique utilisée a été mise au point par Bate-Smith (1954), reprise par Lebreton
(1967) puis par Jay et al. En (1975) et enfin améliorée par Laracine (1984).

Un échantillon de 0.5 g de la poudre végétale a été hydrolysé par 40 mL d’HCI (2N) au
bain marie bouillant pendant 40min avec insufflation d’air toutes les 10min, 1’oxygéne permet
I’oxydation des proanthocyanidines en anthocyanidines correspondantes.

A chaque extraction deux phases apparaissent apres 1’ajout de 30 ml d’éther di-éthylique,
I’une supérieure dite épiphase et I’autre inférieure dite hypophase :

e Epiphaseéthérée

De couleur jaune verdatre, elle contient les aglycones (flavones et flavonols) et les acides
phénols. Elle est récupérée aprés chacune des extractions dans un bécher et évaporée a I’air libre.
Le résidu sec est repris dans 10mL d’éthanol, puis conservé au frais avant d’étre soumis a une
analyse quantitative par spectrophotometrie.

e Hypophaseacide

De couleur rougeatre, elle contient les anthocyanes, les C-glycosides et les
monosaccharides simples. Elle est récupérée et additionnée a 35 ml de n-butanol, remise dans
une ampoule a décanter. Le n-butanol forme dans 1’hypophase une épiphase rougeatre
butanolique qui va étre récupérée dans une boite de Pétri et évaporée a ’aire libre. Le résidu sec

[1]: (salah,2017; Belkadi et Hadj-Ali, 2016 ; Zoughlach,2009.Aiche et Ait Aissa,2017 ;Hamea et Maziani,2015 et Mansour,2016) Page 39
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est repris dans 10ml d’éthanol, conservé par la suite au frais avant d’étre soumis a une analyse
quantitative par spectrophotometrie.

» Etude n°3

Selon la méthode de Diallo et al (2004), différents types d’extraits ont été préparés a partir
des fruits pulvérisés.

+ Extractions avec des solvants a polarité croissante

250 g de poudre ont été extraits avec 2000ml d’éther de pétrole et placés sous agitation
pendant 24h. Apreés filtration sur papier Whatmann, le solvantest ensuite mis en agitation avec
2000 ml de dichlorométhane pendant 24 h, puis 2000 ml de méthanol pendant aussi 24h. Les 3
types d’extraits ont été concentrés sous vide au Rotavapor.

+ Extraitagueux

Une macération aqueuse a également été effectuée sur 50 g de poudre avec 500 ml d’eau
distillée et placée sous agitation pendant 24 h. Apres filtration, 1’extrait a été lyophilisé.

> Etude n°4

Trois méthodes d’extraction sont utilisées afin d’obtenir les différents extraits de feuilles et
de graines de Zizyphus jujuba

+ Extraction par macération

L’extraction des composés phénoliques par macération consiste a mélanger 0,19 de la
poudre des feuilles avec 20 ml de solvant d’extraction : méthanol 60% ou acétone 50% et 0,4g de
broyat de graines avec 20 ml de solvant d’extraction (méthanol 60% et acétone 50%), ensuite les
mélanges sont mis sous agitation magnétique pendant 1 heure. Les extraits sont récupérés apres
centrifugation a 5000 tr/min pendant 10 min et la filtration du surnageant (Mahmoudi et al.,
2013).

+ Extraction assistée aux ultrasons

L’extraction des composés phénoliques assistée aux ultrasons réside a mettre 0,1g de la
poudre de feuilles dans 20 ml de solvant d’extraction (méthanol 60% ou acétone 50%) et 0,4g de
broyat de graines dans 20 ml de solvant d’extraction (méthanol 60% ou acétone 50%), puis les
mélanges sont placés dans le bain de sonicateur, la sonde de sonicateur est introduite dans le
mélange avec une amplitude de 75%, 1’extraction est effectuée pendant 15 min. Les extraits sont
récupéreés apres centrifugation a 5000 tr/min pendant 10 min et filtration de surnageant (Sahin et
al., 2013).

[1]: (salah,2017; Belkadi et Hadj-Ali, 2016 ; Zoughlach,2009.Aiche et Ait Aissa,2017 ;Hamea et Maziani,2015 et Mansour,2016) Page 40
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+ Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction des composés phénoliques assistée par microondes consiste a mélanger 0,1g
de la poudre de feuilles avec 20 ml de solvant d’extraction (méthanol 60% ou acétone 50%) et
0,4g de broyat de graines avec 20 ml de solvant d’extraction (méthanol 60% ou acétone 50%),
apres les mélanges sont placés dans un micro-onde réglée a la puissance 700 watt pendant 1 min.
Les extraits sont récuperés apres centrifugation a 5000 tr/min pendant 10 min et filtration de
surnageant (Baghdikian et al., 2016).

» Etude n°5

Une macération aqueuse a également été effectuée sur 50 g de poudre des feuilles du
Zizyphus lotus avec 500 ml d’eau distillée et placés sous agitation pendant 24 h. Apreés filtration,
I’extrait a été lyophilisé. (BougandouraetBendimerad, 2012).

> Etude n°6

Un échantillon de poudre de fruit de jujube (50 g) est mélangé a 150 ml d’éthanol a 80%
pendant 05 minutes en utilisant un mixeur de cuisine. Le mélange est homogénéisé dans un
récipient et extrait par traitement aux ultrasons pendant 20 min. Le surnageant est sépareé et le
résidu est soumis a une double réextraction en répétant les étapes ci-dessus dans les mémes
conditions. Les trois filtrats sont combineés et filtrés sous Biichner puis rincés avec de 1’éthanol
pur. La phase alcoolique est évaporée sous pression réduite par le Rotavapor type Laborota 4000
a 45°C. L’extrait éthanolique du Zizyphus (EEZ) est conservé a -20°C a 1’obscurité jusqu’a son
utilisation pour la quantification des composés fonctionnels.

2.4.Analyse des extraits de la plante Zizyphus lotus

Notre travail se base sure 1’analyse quantitative des extrais de la plante étudiée (feuilles et
fruits) pour faire la comparaison entre les échantillons des études analysées qui sont récoltés de
différents régions. Dans ces études ils ont appliqué des méthodes différentes pour faire cette
analyse. On prend un exemple d’une étude pour chaque analyse pour comprendre.

2.4.1. Dosage des polyphenols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans I’extrait des feuilles de Zizyphus lotus est effectué
selon la méthode de FolinCiocalteu (Wong et al., 2006). Le réactif précédent est constitué par un
mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo012040), il réduit lors de 1’oxydation des phénols en un mélange d’oxydes bleus de
tungstene et de molybdene (Boizot et Charpentier, 2006).

200 ul de chaque extrait (dissous dans le méthanol pour les extraits organiques, et I’eau
distillée pour I’extrait aqueux) sont ajoutés al ml du réactif de FolinCiocalteu dilu¢ 10 fois, apres
4 min, 800 pl d’une solution de carbonate du sodium (75g/1) sont ajoutés. L.’absorbance est
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mesurée a 765 nm apres 2h d’incubation. Les concentrations des polyphénols sont déduites a
partir des gammes d’étalonnage établies avec 1’acide gallique (0-200ug/ml) et sont exprimeées en
microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg).

2.4.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est basé¢ sur la formation d’un complexe trés stable entre le
chlorure d’aluminium (AICI3) et les groupements hydroxydes (OH) des phénols, qui est doté
d’une coloration jaune dont I’intensité est proportionnelle a la quantité des flavonoides présents
dans I’extrait (Aiche et Ait Aissa ., 2017).

L’analyse quantitative des flavonoidesdans les différents extraits du Zizyphus lotus est
basée sur est effectuée par la méthode de trichlorure d’aluminium (Bahorun et al, 1996). 1 ml de
chaque échantillon et du standard (préparés dans le méthanol pour les extraits organiques et 1I’eau
distillée pour I’extrait aqueux) avec dilutions convenables sont ajoutés a 1 ml d’AlICI3 (2 % dans
le méthanol). Aprés 10 min d’incubation, I’absorbance est lue a 430 nm. Les concentrations des
flavonoides sont déduites a partir des gammes d’étalonnage établies avec la quercétine (0-
35ug/ml), et sont exprimées en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme
d’extrait (ug EQ/mg).

2.4.3. Dosage des taninscondensés

Le dosage des tanins condensés dans I’extrait du Zizyphus lotus est effectué¢ selon la
méthode de Broadhurst et Jones (1978), modifiée par Heimler et al. (2006). Le principe de ce
dosage est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de vanilline sur le carbone 6 du cycle
A de la catéchine pour former un complexe chromophore rouge qui absorbe a 500nm (Schofield
etal., 2001) (Figure 26).

Vanilline Couleur rouge

Figure 26: La réaction entre la vanilline et les tanins condenses (Schofield et al ., 2001).
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Pour 400ul de chaque échantillon ou standard, on ajoute 3ml d’une solution de vanilline
(4% dans le méthanol), et 1,5 ml d’acide hydrochlorique concentré. Le mélange est incubé
durant 15 min et I’absorbance est lue a 500nm. Les concentrations des tanins condensés sont
déduites a partir des gammes d’étalonnage établies avec la catéchine (0-300ug/ml), et sont
exprimées en microgramme d’équivalent catéchine par milligramme d’extrait (ug E CT/mg).

2.5.Détermination de I’activitébiologique
2.5.1. Activitésantioxydantes

La mesure de D’activité biologique des extrais se fait par 3 méthodes: le test de
blanchissement du B-caroténe, la méthode de détermination de 1’oxydation du radical 2.2-
diphénil-1-picrylhydrazyl (DPPH) et le test de la réduction du fer (FRAP).

2.5.1.1. . Test de décoloration de p-caroténe

La technique de spectrophotométrie dans le visible a été développée par Marco, puis
Iégérement modifiée par Miller. Elle consiste a mesurer a 470nm la décoloration du B-caroténe
résultant de son oxydation par les produits de décomposition de 1’acide linoléique. L’addition
d’antioxydant pure ou sous forme d’extrait végétal induit un retard de la cinétique de
décoloration du B-carotene.

2mg de B- carotene ont été dissout dans 10ml de chloroforme. On préleve 1 ml de cette
solution qui est ajouté a une fiole contenant préalablement 20mg d’acide linoléique et 100mg de
tween 80. Apres le mélange des deux phases, le chloroforme a été complétement évaporé a 1’aide
d’un rotavapeur sous vide. Par la suite 50ml d’eau distillée saturée en oxygene ont été ajouté au
mélange précédent avec agitation rigoureuse. Sml d’émulsion obtenue ont été¢ additionné a une
série des tubes contenant 2ml de I’extrait ou de 1’acide gallique (antioxydant de control). Les
tubes ont été placés a 1’obscurité dans 1’étuve a 500°C pendant 120min. Les valeurs
d’absorbance ont été lues a des intervalles de temps réguliers de 30min.

2.5.1.2.Test de piégeage du radical libre DPPH

L’¢évaluation de I’activité antioxydante est effectuée par le test au diphényle-picrylhydrazyl,
phospho-molybdate (DPPH) selon le protocole décrit par Wang et al. (1998). Dans ce test les
antioxydants réduisent le diphénylpicryl-hydrayl ayant une couleur violette en un composé jaune,
le diphénylpicryl-hydrazine, dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la
capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002).

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100ml de
méthanol .50ul des solutions d’extraits ou standard (quercétine) sont ajoutés a 1,95ml de DPPH,
le mélange est laiss¢ a I’obscurité pendant 30min, et la décoloration par rapport au controle
négatif contenant uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517nm.
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2.5.1.3.Méthode du thiocyanate de fer (FRAP)

Le but de cette méthode est de vérifier si I’extrait Aq des feuilles de Zizyphus lotus
empéche la peroxydation de ’acide linoléique. La peroxydation se déroule selon le schema
suivant :

LH

(lipide)

|

L® -~

(radical alkyle) \

l*o,?

— LOO® ~====-. -+ Peroxyde cyclique
/L:dir;a.l peroxyle) ;
vl LH :

\ M['D
s .

HO®

=-TOH —

Antioxydant
briseur de chaine

+

o-TO" =~ = LOOH autres produits
(hydroperoxyde lipidique)
\J
LO® ----=--- - - - = pentane
(radical alkoxyle)
A, /
- l_'_//
LOH

(alcool)

Figure 27 : Les trois étapes de la peroxydation lipidique (Sachdev et Davies, 2008).

L’activité antioxydante de 1’extrait aqueux est évaluée en mesurant 1’inhibition de la
peroxydation de I’acide linoléique par 1’utilisation de la méthode au thiocyanate ferrique, selon la
méthode décrite par Alain et al(2011).

Le mélange réactionnel contenant respectivement 0.4ml d’extrait (100png/ml) ou de
contréles positifs (Quercitaine) .Un volume de 0.4 ml d’acide linoléique (2.52% dans 1’éthanol
absolu) et 0.8 ml de tampon phosphate (PH=7.4) est incubé dans un bain marie pendant une
heure & 40°C.
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Un aliquote (0.1 ml) de cette solution est alors ajouté au mélange constitué de 5ml
d’éthanol 70% et 0.1 ml de thiocyanate d’ammonium 30%. Apres trois minutes ; 0.1 ml de FeCl»
préparé dans 3.5% de HCI (20mM) est ajouté au milieu réactionnel. Un essai blanc est réalisé en
remplagant 1’extrait par I’eau distillée. L’absorbance de la coloration résultant de la solution est
lue pendant deux jours a 500 nm au spectrophotométre toute les 24 heures jusqu’a ce que
I’absorbance du control négatif (eau distillée) atteigne son maximum.

OH

H?_c/\/\/‘\\/\//”\/\/\/\/kD

Figure 28 : Structure de 1’acidelinoléique (Lusakibanzamanzo, 2012).

+ Donc
Selon Bourkhiss et al. (2010) L’activit¢ antioxydante de I’extrait est calculée selon

I’équation suivant :

Aantioxidant(120) —Atemoin(120)
Aantioxidant(0) —Atemoin(120)

Inhibition (%) = x 100

AVec :

A antioxydant (0) et A antioxydant (120) : les absorbances en présence d’antioxydant a 0 et
120 min ;

A témoin(120) : I’absorbance sans antioxydant a 120 min.

[1]: (salah,2017; Belkadi et Hadj-Ali, 2016 ; Zoughlach,2009.Aiche et Ait Aissa,2017 ;Hamea et Maziani,2015 et Mansour,2016) Page 45
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Chapitre III: Résultats et discussions

1. Essai de germination

Les étapes de germination des graines de Zizyphus lotus sont indiquées dans la figure 29 :

Figures 29: Etapes de la mise a germination des graines de Zizyphus lotus (Belkadi et Hadj-Ali,
2016).

Les mesures du taux (T%), la vitesse (v) et I’indice (i) de germination des différents lots de
graines des deux provenances étudiées sont groupés respectivement dans les tableaux 10 illustrés
par les figure 30, 31 et 32.
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Tableaux 10 : Résultats des mesures des facteurs (Taux de germination(T), vitesse de
germination(V) et Indice de germination(l)) de la provenance 1 (Laghouat « Daya de Tilghemt »)
et provenance 2 (Ghardaia « Oued Nlsa ») (Belkadi et Hadj-Ali, 2016).

_ Temps (j)
Fesals 0 1 2 3 4 5 6 7
provenanc
Taux de 1
gem('é/r(',?t'on 2 0 909 1818 8181 9090 9090 100 100
Vitesse de 1 5.25
germination 2 4.91
Indice de 1 4.98
germination 2 10.67
Taux de 1
o 2 0 2727 6363 818L 9090 100 100
Vitesse de 1 5
germination 2 5.02
Indice de i 5.75
germination 2 9.67
1 0 0 1 6 8 8 8 9
E2 2 0 2 3 9 9 9 11 11
Taux de 1 0 0 10 60 80 80 80 90
gem(]c',/r(',‘;‘“"” 2 0 1818 2727 8181 8181 8181 100 100
Vitesse de g 5.08
germination 2 4.78
Indice de 1 7.41
germination 2 11.29

T : Graines témoin.
E1 : Graines scarifiées.

E2 : Graines traitées au froid (24h).
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Figure 30 : Taux de germination des graines témoins des deux provenances [1].
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Figure 31 : Taux de germination des graines scarifiées des deux provenances [1].
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Figure 32 : Taux de germination des graines traitées au froid (24h) des deux provenances [1].

Les résultats obtenus dans le tableau 10 et les figures 30, 31 et 32 montrent que 1’origine
des graines et les traitements appliqués ont un effet sur le processus de germination des graines.
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Pour le taux de germination :

La provenance 1 de Laghouat « Daya de Tilghemt » : La progression de la germination
montre que les graines du lot témoin est plus lent avec un pourcentage de germination final de
70% que celle du lot E1 qui est moyennement lent avec un pourcentage de germination final de
(60%), et alors que celle des graines du lot E2 est plus important avec un pourcentage de
germination final de (90%).

La provenance 2 de Ghardaia « Oued Nlsa » : les graines de lot T et E2 germent
lentement que le lot E1 avec un pourcentage de germination final pour les trois lots de 100 % qui
augmente d’une fagcon synchronisée jusqu’a la fin du test.

Selon les figures 30, 31 et 32 des trois traitements, le taux de germination des graines est
différent d’un traitement a un autre, et aussi entre les deux prevenances. Le taux de germination
de la provenance deux est plus lent et levé jusqu’a 100 % (T, E1, et E2) par rapport & la premiere
qui atteint la valeur de 90 % pour E2, 70 % pour T et 60 % pour E1 pendant la durée du test.

Pour la vitesse de germination :

Les résultats de la provenance 1 deLaghouat « Daya de Tilghemt » montrent des valeurs
approximativement équivalentes pour les 03 lots Témoin (T = 5.25 graine/jours), scarifiées (E1 =
5graines/jour) et le traitement au froid (E2 = 5.08 graines/jour).

Pour la provenance 2 de Ghardaia « Oued Nlsa », les valeurs sont proches pour I’ensemble
lots avec 4,91g/jours dans le cas du lot T, 5.02 graines/jour dans le cas du lot Elet 4.78
graines/jour dans le cas du lot E2.

Pour I’indice de germination :

Dans la provenance 1 de Laghouat « Daya de Tilghemt » le lot E2 est marqué par une
valeur élevée (7.41%) par rapport au lot E1 (5.75%) et au lot T (4.98%).

Et dans la prevenance 2 de Ghardaia « Oued Nlsa », il est plus élevé dans le lot traité au
froid E2 (11.29 %) par rapport au témoin T (10.67%) et aux graines scarifiees E1 (9.67%).

La vitesse et ’indice de germination sont différents d’une prevenance a une autre, ou la
prevenance 1 de Laghouat « Daya de Tilghemt » a marqué une vitesse de germination un peu
plus élevée par apport a la deuxieme provenance de Ghardaia « Oued Nlsa », par contre dans
I’indice de germination, la provenance deux est plus grande par rapport la premiere

Les résultats des deux prevenances de Zizyphus lotus de Laghouat « La Daya Tilghemt » et
Ghardaia « Oued Nlsa » nous permet d’observer que les traitements au froid améliorent la
germination par la levée de la dormance des graines. D’autre part, la provenance de Ghardaia se
caractérise par une forte performance germinative par rapport a la provenance de Laghouat.
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On sait que la germination des semences diminue avec le temps d’entreposage, méme dans
des conditions environnementales idéales et constantes. La réduction de viabilité et la fréquence
de mortalité en fonction du temps se trouvent augmentées lorsque les conditions sont
défavorables. Le facteur essentiel du levé de la dormance embryonnaire est le froid.

Le rendement de la germination est plus important et plus homogéne a cause des
traitements qui permettent la levée des obstacles.

Les facteurs qui influent sur la bonne conservation des graines sont la température et
I’humidité élevée, et aussi la teneur en eau des semences. La rapidité avec laquelle la
germination diminue lors de 1’entreposage dépend aussi des caractéristiques de chaque lot. Dans
les mémes conditions, la réduction de viabilité sera plus rapide pour certaines provenances que
pour d’autres. Selon Azibi (2015), qui a trouvé que les graines de Zizyphus lotus d’une
provenance du sud répondent mieux a la germination que celle provenant du nord.

En effet la germination des graines de Zizyphus lotus a été améliorée par un prétraitement
par scarification alors que c’est le prétraitement au froid qui donne les meilleurs résultats dans ce
cas.

Les différences de germination entre les lots peuvent étre désignées aux différences
génétiques et physiologiques existant entre les provenances et les traitements pré-germinatives
qui ont comme un objectif de favoriser la germination des semences vivantes (viables ou peu
vigoureuses) aux conditions auxquelles ils ont été soumis.

2. Détermination du taux d’humidité et du taux de cendre

Le taux d’humidité et le taux de cendre de fruits de zizyphus lotus sont déterminés dans
deux études (3 et 6), donc la comparaison se fait entre les résultats de ces deux études.

2.1. Taux d’humidité

Afin de déterminer la teneur en eau dans les fruits du Zizyphus lotus, ils ont utilisé la
méthode d’Audigie et al (1987), dont le but est d’exprimer les résultats des constituants
biochimiques par rapport a la matiere seche.
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Tableau 11 : Taux d’humidité de fruits de Zizyphus lotus des populations de Batna et Sidi Bel
Abbes.

Etude Etude n° 3 Etude n° 6
Taux d’humidité (%) 8,96+0,73 19

20

18
16
S 14
Z 12
§ 10 u Etude n° 3
i 1 uEtude n° 6
Z
=

o N A OO ©

Batna Sidi Bel Abbes

Figure 33 : Histogramme du taux d’humidité de fruits de Zizyphus lotus des populations de
Batna et Sidi Bel Abbes [1].

Les résultats du taux d’humidité des deux études, 3 de Batna et 6 de Sidi Bel Abbes
obtenus par DJEMA ZOUGHLACHE (2008) et MANSOUR (2016) sont différents ou
I’échantillon de 1’étude n°3 avec une valeur de 8,96+0,73% est tres faible par apport 1’échantillon
de I’étude n°6.

Comparativement aux valeurs trouvées chez d’autres variétés du méme genre,en
I’occurrence obtenus par Grosskinsky (1999) de Zizyphus mauritiana, Anthony (2005) de
Zizyphus Spina christi et Catoire et al. (1994) de Zizyphus jujuba, dont le taux d’humidité
variede 46 a 85%, les valeurs obtenues pour Zizyphus lotus de ces études sont nettement faibles.

2.2. Taux de cendre

La détermination de la teneur en cendres du Zizyphus lotus a été prise aprés incinération, la
cendre grisatre obtenue représente les diverses substances minérales.
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Tableau 12 : Taux de cendre de fruits de Zizyphus lotus des populations de Batna et Sidi
Bel Abbes.

Etude Etude n° 3 Etude n®° 6

Taux de cendre (%) 3,5+0,31 6.1%

H Etude n° 3
u Etude n° 6

Taux de cendre (%0)

Batna Sidi Bel Abbes

Figure 34: Histogramme du taux de cendre de fruits de Zizyphus lotus de populations de
Batna et de Sidi Bel Abbes [1].

Les résultats des deux études n° 3 de Batna et n°6 de Sidi Bel Abbes sont différents ou le

taux de cendre de I’échantillon de 1’étude n°6 est plus grand avec 6.1% par apport 1I’étude n° 3
avec 3,5%0,31%

Par comparaison avec des résultats des recherches sur le méme genre en 1’occurrence qui
sont obtenus par Jin-Wei Li et al, (2007) de cing variétés de zizyphus avec un taux de cendres
variant de 2.26% a 3.01% et aussi par Talukdar (2014) de cing variétés de fruits du jujubier de
I’espéce mauritanica, présentent des taux de cendre variant de 2,85 a 3,23%, le taux de cendres

de fruit de zizyphus lotus de 1’étude n°3 de Batna est proche de ces résultats mais 1’autre est plus
éleve.
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Ces reésultats affirment que les variations de ces valeurs sont liées a I’influence de
I’environnement abiotique et a la différence des conditions climatiques et la répartition
géographique.

3. Analyse des extraits de la plante Zizyphus lotus

Les dosages des polyphénols totaux et des flavonoides de la plante Zizyphus lotus (feuilles
et fruits) ont été réalisés dans cing etudes : étude n°1 de Chlef, étude n°3 de Batna, étude n° 4 de
Bejaia, étude n°5 de Mila et étude n°6 de Sidi Bel Abbes. Le dosage des tanins a été réalisé dans
deux études : étude n°3 et étude n°5. Les résultats sont classés dans les tableaux 13, 14, 15, 16 et
17 illustrées par les figures 35, 36, 37, 38 et 39.

Pour les extraits, les comparaisons sont réalisé sur des extrais méthanoliques 1’échantillon
de zizyphus lotus pour les dosages des polyphénoles totaux et les flavonoides et sur 1’extrait
aqueux pour les dosages de tanins qui sont extrait par différents méthodes dans les études.

3.1.Dosage des polyphénols totaux
3.1.1. Dosage des polyphénols totaux des feuilles de Zizyphus lotus.

Tableau 13: Dosage de polyphénols totaux des extraits des feuilles de Zizyphus lotus.

Etude Etuden°1 Etude n® 4 Etude n® 6
Polyphénols totaux
207.52+1.92 97.88+0.1 204.5+7.44
(mg EAG/g)
250
200
= 150
2 HEtude n° 1
w
cEn 100 i Etude n° 4
=~ 4 Etude n° 6
50
0 _ P
Chlef Bejaia  Sidi Bel Abbes

Figure 35: Dosage des polyphénoles totaux des extraits des feuilles de Zizyphus lotus [1].
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Les resultats des dosages des polyphénoles totaux des extraits méthanoliques des feuilles
de zizyphus lotus des trois études sont différents, ou I’étude n° 1 de Chlef a une valeur de
207.52+1.92mg EAG/g, 1’étude n°4 de Batna a une valeur 97.88+0.1 mg EAG/g et I’étude n° 6 a
une valeur de 204.5+7.44 mg EAG/g.

D’apres I’histogramme de la figure 35, les deux valeurs de I’¢tude 1 et 6 sont proches par
rapport & ceux de I’étude n°4 qui est tres faible. On voit que les valeurs proches sont pour des
échantillons récoltés dans 1’ouest algérien et 1’autre valeur qui est faible est pour un échantillon
1récolte a I’est. On peut donc déduire que la situation géographique a une influence surla
teneuren polyphénoles totaux.

3.1.2. Dosage des polypheénols totaux des feuilles de Zizyphus lotus.

Tableau 14: Dosage des polyphénols totaux des extraits des fruits de Zizyphus lotus.

Etude Etude n° 3 Etude n° 4 Etude n° 6
po'mgegﬂzt/‘;)a“x 5+0,00 18.04+0.00 7,80+0,40

20

18

16

14

'\g\ 12
< 10 u Etude n° 3
g 8 M Etude n° 4
6 i Etude n° 6

4

2

0 Batna Bejaia  Sidi Bel Abbes

Figure 36: Dosage des polyphénoles totaux des extraits des fruits de Zizyphus lotus [1].

Les résultats des dosages des polyphénols totaux des extraits méthanoliques des fruits de
zizyphus lotus des trois études sont différents ou 1I’étude n° 3 de Batna a une valeur de 50,00
mg EAG/g, I’étude n°4 a une valeur de 18.04+0.00 mg EAG/g et I’étude n°6 de Sidi Bel Abbes a
une valeur de 7,80+0,40 mg EAG/qg.
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Dans la figure 36, I’histogramme explique la différence entre les trois dosages.
L’échantillon de Bejaia possede la valeur la plus élevée par rapport aux autres.

En comparaison de ces résultats avec d’autres obtenus par Li et al. (2007) dans une étude
faite sur cing variétés du jujube chinois (Zizyphus jujuba) qui ont dosé les polyphénols totaux
par la méthode de Folin-Ciocalteu dans des extraits polaires obtenus par extraction a base
méthanol/eau ; le résultat obtenu pour 1’'un des cinq variétés (Zizyphus jujubaSanbianhong)

(5,18+0,29 mg EAG/mg d’extrait) est presque similaire a celui obtenu dans I’é¢tude n°3 de Batna
(5+0,00 mg EAG/Q).

D’aprés cette analyse, on voit que le fruit de Zizyphus lotus du nord-est algérien est plus
riche en polyphénols totaux par rapport a ceux de I’est et de 1’ouest algérien.

3.2.Dosage des flavonoides
3.2.1. Dosage des flavonoides des feuilles de Zizyphus lotus.

Tableau 15: Dosage des flavonoides des extraits des feuilles de Zizyphus lotus

Etude Etuden® 1 Etude n® 4 Etude n®5
Flavonoides (mg 21.91+0.31 9.60+0.00 2.7+0.50
EQ/gr)
25
20
515
8 MEtuden® 1
;é',’ 10 u Etude n° 4
u Etude n°5
5
0 _ —
Chlef Bejaia Mila

Figure 37: Dosage des flavonoides des extraits des feuilles de Zizyphus lotus [1].

L’analyse statistique de la teneur en flavonoides des extraits des feuilles de Zizyphus lotus
montre une différence remarquable entre les trois études, les valeurs des quantités des
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échantillons des études n°1, n°4 et n°5 sont 21.91+0.31 mg EQ/gr, 9.60£0.00 mg EQ/gr et
2.7+£0.50 mg EQ/gr respectivement.

La différence des dosages des flavonoides des échantillons étudiés est clarifiée par
I’histogramme de la figure 37 ouon voit que 1’échantillon de Chlef possede une plus grande
teneur en flavonoides que celui de Bejaia qui est moyenne, alors que celui de Mila est faible.
Donc I’espéce de la région ouest de 1’ Algérie est plus riche en flavonoides par apport aux deux
espéces de la région est.

3.2.2. Dosage des flavonoides des fruits de Zizyphus lotus

Tableau 16: Dosage des flavonoides des extraits de fruits de Zizyphus lotus

Etude Etude n® 3 Etude n® 4 Etude n® 6

Flavonoides 0,83+0,17 0,7520.00 25 58+16,6
(mg EQ/g)
30
25
20

15 @ Etude n° 3

‘ u Etude n° 4

10 — W Etuden°6
5

0 : 1 .
Batna Bejaia Sidi Bel Abbes

Figure 38: Dosage des flavonoides des extraits des fruits de Zizyphus lotus [1].

Les résultats des dosages des flavonoides des extraits des fruits de Zizyphus lotus dans le
tableau 16 présentent les valeurs 0,83+0,17 mg EQ/g pour I’échantillon de Batna (étude n°3),
0,75+0.00mg EQ/g pour I’échantillon de Bejaia (étude n°4) et 25,58+16,6mg EQ/g de
I’échantillon de Sidi Bel Abbes (étude n°6). Les résultats de ces trois échantillons extraits
montrent que les deux premiéres valeurs obtenues correspondent a des extractions a base de
méthanolalors que la troisieme se fait a base d’éthanol.
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La différence entre ces résultats est expliquée dans la figure 38, on I’on voit que les deux
valeurs des échantillons de Batna et Bejaia sont proches et faibles alors la troisieme qui
correspond a un extrait éthanolique est plus élevée.

Selon 1I’étude n° 3 ou ils ont fait une analyse des plusieurs extraits, Zoughlache S. (2009) a
obtenu des résultats sur la différence des dosages des flavonoides entre les différents extraits de
fruit de Zizyphus lotus, elle montre que la teneur en flavonoides dans le Zizyphus lotus augmente
avec la polarité de I’extrait (AQ>MET>DCM>ET).

3.3.Dosage des tanins condensés

Tableau 17 : Dosage des tanins condensés des extraits de fruits de la plante zizyphus lotus.
Etude Etude n® 3 Etude n®°5

Tanins (mg EC/mg) 6,77+£1,95 3,48+0,28

~N

(o))

w

®Etude n° 3
uEtude n®5

w

(mg EC/mg)
N

N

[N

Batha Mila

Figure 39: Dosage des tanins des extraits des fruits de Zizyphus lotus [1].

Les résultats des dosages des extraits des fruits de Zizyphus lotus pour 1’extrait aqueux
montrent les valeurs 6,77£1,95 mg EC/mg pour I’échantillon de Batna (étude n°3) et
3,48+0,28mg EC/mg pour I’échantillon de Mila (étude n°5).

Les deux valeurs ont une différence significative (p< 3.29 + 1.67) ou le fruit de Zizyphus
lotus de Batna est plus riche en tanins que le fruit de Zizyphus lotus de Mila. Cette différence
provient des influences des conditions environnementales que ca soit le sol, le climat, la
température ou bien selon les facteurs génétiques.

Page 57



Chapitre I11: Résultats et discussions

4. Détermination de D’activité biologique
4.1.Activités antioxydantes des extraits des fruits de Zizyphus lotus

La comparaison des activites antioxydantes des extraits des fruits de Zizyphus lotus se fait
entre les résultats des études n°3 de Batna et n° 4 de Bejaia et sauf pour de DPPH de I’extrait
méthanolique.

L’activité antioxydante des extraits du Zizyphus lotus vis-a-vis du radical DPPH a été
évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par
son passage de la couleur violette a la couleur jaune a 517 nm (Figure 40).

e . O
) -4f

Diphenylpicrylhydrazyl +Antioxyvdant-OH — Diphenylpicrylhydrazine+Antioxydant-(r

(Couleur violet) { Couleur jaune)

Figure 40 : Réaction d’un antioxydant avec le DPPH (Molineux ,2004).

Le DPPH est un radical libre organique, toujours utilisé comme un réactif pour évaluer
I’activité antiradicalaire des antioxydants (Oyaizu, 1996).

Le DPPH est caractérisé par son adaptation a plusieurs échantillons dans une courte durée,
aussi il est assez sensible pour détecter les ingrédients actifs a de basses concentrations, a cet
effet, il a été employé pour le criblage des activités antiradicalaires des extraits végétaux (Yi et al
., 2008).

L’effet du radical DPPH par rapport aux extraits de la plante étudiée est illustré dans le
tableau 18 et la figure 41.

Tableau 18 : Test de piégeage du radical libre DPPH de le I’extrait méthanolique de fruit
de Zizyphus lotus.

Etude Etude n® 3 Etude n° 4

Activité antiradicalaire

9,75+ 1,76 10.22+ 0.00
(Ug /ug DPPH)
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Figure 41 : Test de piégeage du radical libre DPPH de le I’extrait méthanolique du fruit de
Zizyphus lotus (originale).

L’étude statistique relative a la capacité de piégeage du radical DPPH indique une faible
différence entre les deux. L’activité antiradicalaire de 1’étude n°3 de Batna est de 9,75+ 1,76 ug
/ug DPPH et celle de 1I’étude n°4 de Bejaia est de 10.22+ 0.00 pg /g DPPH. Donc, les deux
valeurs de I’activité antiradicalaire sont approximatives.

D’aprés Li et al. (2005) qui ont évalué 1’activité antiradicalaire vis-a-vis le radical DPPH
des extraits méthanoliques de cinq variétés du Zizyphus jujuba, I’effet antiradicalaire obtenu est
entre 17,8 a 69,1%, donc les résultatsobtenus dans ce travailest trés faible devant ses résultats.

On conclut que la différence de capacité antioxydante entre les graines est due a la diversité
des constituants qui les composent (polyphénoles, flavonoides, composants aromatiques...).
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Conclusion

Notre travail a porté essentiellement sur une comparaison entre les résultats desétudes
réalisées sur le territoire algérien, ces résultats concernent la germination, les composants de
métabolisme secondaire (polyphénoles totaux, flavonoides et tanins) et I’activité biologique des
extraits de feuilles et fruits de 1’arbuste Zizyphus lotus.

Les résultats obtenus proviennent des différents extraits obtenus par différentes méthodes. La
comparaison a été faite entre les résultats obtenus du méme type d’extraits dans chaque analyse.
Les essais de germination des graines de Z. lotus des deux provenances du sud algérien
(Ghardaia) ont montré une forte performance germinative pour tous les traitements par apport les
graines de Laghouat, les prétraitements germinatifs effectués sur les graines ont montré que le
traitement au froid était le plus efficace. Ensuite, le taux d’humidité et le taux de cendre de fruit
de I’espéce de Sidi Bel Abbes de I’ouest est plus élevé que celui de 1’espéce de Batna.

Pour I’analyse quantitative des polyphénols totaux, les résultats ont montré que les feuilles
des deux espéces de Chlef et Sidi Bel Abbes de 1’ouest algérien sont riches en polyphénols
totaux par apport a celles de I’espéce de Bejaia de I’est. Par contre, les fruits de I’espéce de
Bejaia sont riches en ces composants par apport a ceux de Sidi Bel Abbes. Et puis, les dosages
des flavonoides sont différents aussi d’une espéce a une autre, les feuilles et les fruits de
Zizyphus lotus d’espéce de I’ouest (Chlef et Sidi Bel Abbes)sont riches en flavonoides par
rapport a ceux de I’est (Bejaia, Mila et Batna). Les teneurs en tanins sont différentes pour les
deux espéces de I’est, I’espéce de Batna est riche en tanins par apport a celle de Mila.

La comparaison des résultats de I’activité antioxydante selon le test de piégeage du radical
libre DPPH de I’extrait méthanolique de fruit de Zizyphus lotus montre une faible différence
entre les deux especes de ’est.

En fin, les résultats de comparaison de cette étude confirment la différence entre les
populations de méme plante Zizyphus lotus qui sont répartis dans les différentes régions
d’Algérie. Cette différence est probablement due a I’influence de conditions environnementales
sol, climat, température...) et la répartition géographique.
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