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INTRODUCTION

Les plantes constituent une source inépuisable de molécules naturelles bioactives. Les
métabolites secondaires font et restent 1’objet de nombreuses recherches in vivo comme in
vitro, notamment la recherche de nouveaux constituants naturels tels que les composes
phénoliques pour leurs éventuelles utilisation comme alternatives, particulierement pour la
protection contre le stress oxydative et le traitement de plusieurs maladies (Bazilio Omena et
al., 2012).

Ziziphus jujuba est un arbre fruitier appartenant a la famille des Rhamnacées, il est
principalement distribué dans les régions subtropicales et tropicales d’Asie et d’Amérique,
cultivé depuis 4000 ans en chine (Li et al., 2007). Cette plante est riche en composants
bioactives comme la vitamine C, flavonoides, triterpenoides et polysaccharides (Gao et al.,
2011).

Le jujubier fait partie, avec la datte, le raisin sec et la figue séche, des quatre fruits
pectoraux. 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).

La diversité des molécules naturelles bioactives rendent le choix des processus
d’obtention trés important. Pour cela, différents procédés conventionnels et innovants
d’extraction sont utilisés comme source potentielle pouvant constituer une alternative aux
produits de synthése, tel que I’extraction par soxhlet, 1’hydro-distillation, 1’infusion, la
décoction, I’agitation et la digestion (Alupului et al., 2009), I’extraction assistée par
microondes, 1’extraction accélérée par solvants, 1’extraction assistée aux ultrasons et
I’extraction avec des fluides supercritiques (Sahin et al., 2013).

Les méthodes innovatrices tel que I’extraction assistée par microondes, 1’extraction
assisté aux ultrasons offrent de nombreux avantages d’un point de vue du temps d’extraction,
de la consommation de solvant, de rendement d’extraction et de la reproductibilité et cela sans
altérer la qualité de I’extrait. De plus, ces techniques sont simples a utiliser, automatiques et
souvent plus sélectives (Prommajak et al., 2014).

La présente étude inclue deux parties principales :
La premiere partie est consacrée a une synthése bibliographique qui présente la

description de Ziziphus jujuba et les différentes méthodes d’extraction des polyphénols.

La deuxieme partie de ce travail est une étude expérimentale qui a pour but de :

-
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% Déterminer la meilleure méthode d’extraction (extraction assistée par
microondes, extraction assistée aux ultrasons et extraction par macération) de
feuilles et de graines de Ziziphus jujuba.

« Evaluer des teneurs en antioxydants (polyphénols totaux, flavonoides,
proanthocyanidines et caroténoides) et mesure de 1’activité antioxydante
(pouvoir réducteur et I’activité anti-radicalaire (DPPH et ABTS)) des différents

extraits.

]
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I.1. Généralités sur Ziziphus jujuba

Les plantes médicinales ont fait 1’objet de beaucoup d’études grace aux principes actifs
qui différent d’une plante a une autre créant ainsi une biodiversité notable. Le jujubier est la
génération la plus importante de la famille des Rhamnacées (Guo et al., 2011). C’est un petit
arbre buissonnant appelé communément Sedra, N’beg, Zerb, Azzougar, Tazouggart ou Annab
(El Hachimi et al., 2015). Elle comprend environ 170 especes distribuées dans la plupart des
régions du monde (Akhter et al., 2013). 1l existe plusieurs especes du genre Ziziphus qui sont
cultivés en Asie, ensuite elle s’est éparpillée en Afrique et en Europe tels que : Ziziphus lotus,
Ziziphus spinachristi Willd, Ziziphus celata, Ziziphus madecassus H. Perr et Ziziphus

mauritania Lamk (Munier, 1973).

Cette plante est a usages multiples et présentes un intérét écologique indéniable, car
elle est capable de se développer sur tout type de sol, dont le systéme racinaire puissant
explore les sols en profondeur. Le genre Ziziphus occupe une vaste aire de répartition allant
du continent asiatique en passant par le bassin méditerranéen jusqu'a atteindre le continent
américain, il s'avére d’étre d'une grande importance du point de vue environnemental et socio-
économique (Baa et al., 2001). (Figure 01)

Les especes fruitiéres de Z. jujuba a grand potentiel de sélection, introduites dans plus
de 30 pays et représentent des exemples extraordinaires de plantes pérennes a divers usages
dans les zones arides et semi-arides voire méme désertiques de presque tous les continents
grace a leurs capacités de résistance a la secheresse et leurs mécanismes physiologiques et

morphologiques d’adaptation (Laamouri et al., 2008).

Espéces de la
[ famille des
Rhamnacées.

Figure 01 : Répartition géographique des especes de la famille des Rhamnacées (Dupont et al.,
2012).
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I.1.1. Classification de Ziziphus jujuba
La classification de Z. jujuba est complexe, ce qui a laissé les auteurs a attribué les
mémes nominations a cette espéce. Mais actuellement, la classification adoptée est celle de

Laamouri, (2009) :

Embranchement : Spermatophytes.
Sous embranchement : Angiospermes.
Sous classe : Dicotylédones.

Ordre : Rhamnales.

Famille : Rhamnacées.

Genre : Ziziphus.

Espéce : Ziziphus jujuba Miller.

1.1.2. Description botanique

Z. jujuba est un arbre ou arbuste épineux a croissance lente qui se trouve soit a 1’état
isolé, soit en peuplements purs qui peut atteindre 3 a 8 m de haut et 50 a 60 cm de diamétre du
tronc. Il est a port arrondi, & ramure tortueuse, a brindilles (effilées, verdatres, souvent
épineuse) et a écorce fissurée (Béa et al., 2001).

Les feuilles sont simples, caduques, alternes, trinervées, courtement pétiolées, ovales
et a bords finement dentées. La face supérieure est verte claire tandis que la face inférieure est
verte pale. Les rameaux fleurissent et donnent de petites fleurs jaunes qui sont disposées en
cyme. Le fruit est une drupe charnue ovoide qui ressemble & une belle olive. Il est dabord
jaune puis rouge a maturité ; sa pulpe est sucrée, gélatineuse et a saveur fade (Hamedi et al.,
2015). Le jujube se flétrit pour atteindre la consistance et le gott d’une datte, d’ou son surnom
de datte chinoise (Akhter et al., 2013). (Figure 02)
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W e

(@) Feuilles (b) Fleurs (c) Fruits
Figure 02 : Différentes parties de Ziziphus jujuba (a) Feuilles, (b) Fleurs et (c) Fruits (Wang et al.,
2013).

1.1.3. Compositions chimiques et biochimiques
Le fruit de Ziziphus jujuba contient 64 a 85% d’eau, 0,4 a 0,73% de mati¢re minérale,

20 a 32% de sucres, 0,8 & 2,1% de protides et 0,1 & 0,3% de lipides (Preeti et al., 2014). La
pulpe est trés riche en glucides ainsi en vitamines A, C (Memona et al., 2013). Aussi le
jujube est riche en polysaccharides et en 18 acides aminées qui ont certaines effets sur 1’étre

humain (Wang et al., 2012).
Plusieurs études ont affirmés la richesse de jujubier en alcaloides, en flavonoides, en

stérols, en tanins, en saponines et en triterpénoides (Ganachari et al., 2004). En particulier,
les feuilles contiennent des alcaloides différents, y compris la ziziphine (Figure 03), jubanine,

amphibine, alpha terpinol, linalol et saponines diverses.

OH - e o
HO - L] ()
b
i iy . y
OH

Figure 03: Structure chimique de la Ziziphine (Sigoillot et al., 2015).

1.1.4. Récolte et production
Le jujubier est un arbre productif et le rendement varie beaucoup avec les variétés et

les soins apportés a la culture. En géneral, le rendement peut atteindre de 100 a 150 kg/arbre.



https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ziziphin.png?uselang=fr
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La pleine production commence généralement entre 10 et 12 ans et se poursuit jusqu'a
30 ans environ, ensuite les plantes dépérissent. La récolte est pratiquée quand les fruits sont
complétement mdrs, généralement elle a lieu aux mois de Septembre et Octobre. Les fruits, a
I’état frais, supportent des manipulations de récolte, transport et stockage. Cependant, leur
conservation dans des entrepdts peut s’étendre sur plusieurs années dés que les produits sont
bien séchés (Benahmed djilali et al., 2015).

1.1.5. Proprietés pharmacologiques de Ziziphus jujuba

Mise a part le potentiel nutritif qu’il recéle, le jujubier a constitué un aliment
diététique, il figure dans la liste « A » des plantes médicinales selon la pharmacopée francaise
(Benahmed djilali et al., 2015). Et dans ce contexte plusieurs propriétés pharmacologiques
sont reconnues pour déférents parties de cette plante :
- La feuille de Z. jujuba est reconnue comme étant hypoglycémiante et provoque une
augmentation du taux de glycogene du foie ;
- La graine de Z. jujuba a un effet antiallergique et engendrent une réaction antigéne/anticorps
et inhibe la libération d’histamine (Goetz et al., 2009).

Le jujubier fait partie des plantes ayant des vertus médicinales, il est utiliseé comme
antifongiques, antibactériennes, antiulcéreux, anti-inflammatoires, sédatifs, antispasmodiques,
stérilisants, hypotenseurs, cardiotoniques, antioxydants, immunostimulants et aussi pour ses

propriétés de cicatrisation (Al-Saeedi et al., 2016).

> Exemple d’un mécanisme d’action de la graine de Z. jujuba sur I’insomnie (effet
sédatif/hypnotique)

L’inqui¢tude est devenue un véritable espace de recherche dans la
psychopharmacologie, elle est la cause principale de I’insomnie d’endormissement, le réveil
précoce (Peng et al., 2000). La graine de Z. jujuba est considérée comme sédative/hypnotique
et ce par le Jujuboside A-B, ses flavonoides et ses saponines (Liao et al., 2012). Par ailleurs,
le jujubier s’applique dans I’insomnie et le nervosisme grace a 1’oléamide qu’il contient, ce
dernier se trouve naturellement dans le systéme nerveux central ou il est naturellement
synthetisé. Cet oléamide (acide 9-octadécenoique) facilite le sommeil et a aussi une action sur
la mémoire. Le Jujuboside A a un effet synergique avec la phénylalanine sur le systeme
nerveux central (Goetz et al., 2009).

)
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Il est sédatif non-anticonvulsivant, sédativo-hypnotique au niveau de I’hippocampe et
régule le systéme sérotonergique afin d’inhiber les cellules CA1 de I’hippocampe suractivé.
Les saponines | et Il prolongent le sommeil induit par les barbituriques, provoquent un
accroissement du temps de sommeil par le récepteur sérotonine-1A (5-hydroxytryptamine, 5-
[HT.1A]. lls ont un effet sur le temps de locomotion et sur la coordination locomotrice (Yang
etal., 2013).

1.2. Méthodes d’extraction des molécules bioactives de Ziziphus jujuba

L'extraction de principe actif & haute valeur est une étape tres importante dans
I’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 lI'aide des solvants (Oroian et al., 2015).

La méthode choisie ne doit pas conduire & la discrimination entre les composés 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 ; 1’extraction par soxhlet, 1’hydro-distillation
(ou par entrainement a la vapeur d’eau), I’infusion, la décoction, I’extraction assistée pas
macération et la digestion 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 accélérée par solvants (Accelerated solvent extraction
(ASE)), I’extraction assistée aux ultrasons (Ultrasound assisted extraction (UAE)) et
I’extraction avec des fluides supercritiques (Supercritical fluid extraction (SFE)) (Bashi et al.,
2012).

1.2.1. 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 1’épuisement complet du soluté

dans la matiere premiére (Subramanian et al., 2016).
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1.2.2. 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

molécules organiques est condensée puis récupérée (Wollinger et al., 2016).

1.2.3. 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
bien tromper pour dissoudre les principes actifs. Elle convient pour 1’extraction des parties

fragiles des plantes : feuilles, fleurs, graines, écorces et racines (Konkon et al., 2006).

1.2.4. Extraction par décoction
Elle est utilisée pour I’extraction de matiéres 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
etal., 2013).

1.2.5. L’extraction accelerée 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
etal., 2016).

1.2.6. Extraction au dioxyde de carbone (CO2) supercritique

Elle est basée sur I’utilisation comme solvant (CO2) dans son état supercritique (ni
liquide ni gazeux). Le CO2 en phase supercritique est d’un pouvoir extractant remarquable,
car il est inerte chimiquement et non toxique. En plus, la récupération de 1’extrait est facile

par simple détente du gaz puisque le CO2 est a I'état supercritique (Gourguillon et al., 2016).
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1.3. Méthodes d’extraction effectuées

1.3.1. Extraction par macération

Elle consiste a mettre une plante ou une partie de plante soluble a froid. C’est la mise
en contact de la substance avec un solvant pendant un temps variable (plusieurs heures, voire
méme plusieurs jours) a une température ambiante pour permettre aux constituants actifs de
bien diffuser (Azmir et al., 2013). (Figure 04)

Figure 04 : Photo d’un agitateur magnétique.

1.3.2. 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’énergic. Elle est realisée grace a un appareil
appelé sonicateur qui permet de transformer 1’énergic électrique en vibration mécanique
longitudinale le long d’une sonde, cette derniere permet de détruire les cellules biologiques en

suspension (Prommajak et al., 2014). (Figure 05)

Figure 05 : Photo d’un sonicateur (Origine).
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1.3.2.1. Mécanisme d’action d’ultrasons

La matiere premicre est immergée dans I’eau ou dans le solvant et en méme temps elle
est soumise a 1’action des ultrasons.

Pendant la sonication, les ondes sonores utilisées induisent des vibrations mécaniques
dans le solide, le liquide ou le gaz a travers une succession des phases d’expansion et de
compression, comme au cours d’un phénomeéne de cavitation. Les bulles, formées par
I’expansion, vont se développer puis dégonfler, ce qui produira des jets de liquide ultra-rapide
(Bashi et al., 2012). (Figure 06)

Les mécanismes d’extraction impliquent deux phénomenes physiques :
+«+ Les molécules peuvent parfois traverser la paroi cellulaire par simple diffusion ;
+« Le contenu des cellules peut étre lessivé apres destruction des parois cellulaires,

afin de récupérer I’ensemble des composés d’intérét (Shirsath et al., 2012 ; Li

et al., 2007).
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Figure 06 : Schéma démonstratif de la cavitation ultrasonore (Mason et al., 2002).

1.3.3. Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction assistée par micro-ondes de produits naturels d’origine végétale a fait
I’objet de nombreux travaux publiés dans des revues scientifiques. Actuellement, les
techniques d’extraction par micro-ondes les plus utilisées sont incontestablement tel que

I’extraction assistée par micro-ondes par solvant « MAE » et sans solvant « MAP » mise a
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part 1I’hydrodistillation par microondes sous vide ou vacuum microwave hydrodistillation «
VMHD » et I’entrainement a 1’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 matiere végétale (Alupului et al.,, 2009). Contrairement aux
techniques classiques de chauffage par conduction ou convection, le chauffage par micro-
ondes 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 matiere lui aussi particulier (Gourari et al., 1992). (Figure 07)

Figure 07 : Photo d’un micro-onde.

1.3.3.1. Mécanisme d’action d’un micro-onde

Il existe deux principaux mécanismes par lesquels les matériaux dissipent I'énergie
micro-ondes : (Figure 08)

» La rotation dipolaire
Elle se résume par I'alignement des molécules qui ont un moment dipolaire avec le

champ électrique. Sous 1’effet de champ ¢€lectrique alternatif, les dipdles s’orientent dans un
sens, se désorientent lorsque le champ s’annule et se réorientent dans 1’autre sens lors du
renversement de la polarité de champ. Apres, I’énergic électrique est convertie en énergie
cinétique par la rotation des dipdles. Cette derniere est transformée en chaleur : I’alignement
des dip6les par rapport au champ électrique est contrarié par les forces d’interactions entre les
molécules (les forces de liaisons par pont hydrogéne et les forces de liaisons de Van der
Waals).
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» La conduction ionique
Elle représente 1’aptitude du milieu a permettre au courant de circuler. La migration
des ions conducteurs dissous avec le champ électrique oscillant et la production de chaleur est
due a des pertes de frottement qui dépendent de la taille, de la charge et de la conductivité des

ions ainsi que de leurs interactions avec le solvant (Gourguillon et al., 2016).
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Figure 08: Représentation schématique de comportement des molécules possédant un dipdle eabsence
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de champ électrique, sous 1’effet d’un champ électrique continu et sous 1’effet d’un champ électrique

de haute fréquence (Sparr Eskilson et al., 2000).
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I1.1. Echantillonnage

Les feuilles et les graines de Ziziphus jujuba étudiés proviennent de la région de
Kherrata située a la wilaya de Bejaia. En septembre 2015, les feuilles et les graines ont été
récoltés au stade final de leurs maturités par la promotrice pour éviter les réactions de

dégradation et de développement des moisissures identifier par Alioui—Zemouri.

Les feuilles de jujubier (Figure 09, a) ont été sechées a I’aire libre (20-25 jours) apres
dans I’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 (Figure 09, b et c), broyées et

tamisées pour obtenir une poudre fine et conservée dans des boites stériles a 4 °C.

(a) Feuilles (b,c) Graines

Figure 09 : Photographie de feuilles (a) et de graines (b,c) de Ziziphus jujuba.(Origine)

11.2. Préparation des extraits

Trois méthodes d’extraction sont utilisées afin d’obtenir les déférents extraits de feuilles

et de graines de Ziziphus jujuba :

11.2.1. Extraction par macération

L’extraction des composés phénoliques par macération consiste a mélanger 0,1g de la
poudre des feuilles avec 20 ml de solvant d’extraction : méthanol 60% ou acétone 50% et 0,49
de broyat de graines avec 20 ml de solvant d’extraction (méthanol 60% et acétone 50%),
ensuite les mélanges sont met sous agitation magnétique pendant 1 heure. Les extraits sont
récupérés apres centrifugation a 5000 tr/min pendant 10 min et filtration de surnageant
(Mahmoudi et al., 2013). (Figure 10)
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Figure 10 : Photographie d’un agitateur (Origine).

11.2.2. 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 0,49
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%, I’extraction est effectuée pendant 15 min. Les extraits
sont récupérés apres centrifugation a 5000 tr/min pendant 10 min et filtration de surnageant
(Sahin et al., 2013). (Figure 11)

Figure 11 : Photographie d’un sonicateur (Origine).
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11.2.3. Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction des composés phénoliques assistée par microondes consiste & 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
acetone 50%), apres les mélanges sont placés dans un micro-onde réglée a la puissance 700
watt pendant 1 min. Les extraits sont récupérés apres centrifugation a 5000 tr/min pendant 10
min et filtration de surnageant (Baghdikian et al., 2016). (Figure 12)

Figure 12 : Photographie d’une micro-onde (Origine).

11.3. Dosages des antioxydants

11.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est fondé sur la réaction d’oxydoréduction. Le
réactif de folin-ciocalteu est constitué de polyhétérocycles qui sont un mélange d’acide
phosphotungistique (H3PW12040) et d’acide phosphomolibdique (H3PM012040) (Boizot et
al., 2006), il est réduit lors de 1’oxydation des phénols qui se traduit par le développement
d’une coloration bleue due a la formation d’un complexe de molybdéne et tungstene, dont
I’absorbance est proportionnelle a la quantit¢ des polyphénols présent dans le milieu

réactionnel (Pélagie et al., 2015 ; Stagos et al., 2012).

Le contenu en polyphénols totaux des extraits de Z. jujuba est estimé par la méthode
de Folin-Ciocalteu décrite par Singleton et Rossi, (1965). Un volume de 200ul des solutions
d’extraits sont ajoutées a 1000ul de réactif de Folin-Ciolcalteu (1/10). Apres 5 min, 800ul de
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carbonate de sodium (6%) sont additionnés. Le mélange est laissé réagir & 1’obscurité durant

90 min a température ambiante, puis I’absorbance est lue a 740 nm.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100g de matiére
seche (mg EAG/100 MS) en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes

conditions. (Figure 01, Annexe 1)
11.3.2. 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 & la quantité des flavonoides

présents dans I’extrait.

La quantification des flavonoides est effectuée par la méthode de trichlorure
d’aluminium adaptée par Djeridane et al. (2006) avec quelques modifications. Elle consiste a
mélanger 750ul d’extrait et 750ul de chlorure d’aluminium a 2%. Le mélange est laissé réagir

pendant 15 min a I’obscurité puis 1’absorbance est lue a 420 nm.

La concentration des flavonoides dans les extraits est calculée a partir de la courbe
d’étalonnage établie avec la quercétine. (Annexe | : Figure 02) Les résultats sont exprimés en
mg équivalent de quercétine par 100g de matiere séche (mg EQ/100 MS) (Safdar et al.,
2016).

11.3.3. Dosage des proanthocyanidines

Les proanthocyanidines appartiennent aux groupes des tannins condensées, qui

possédent une répétition d’une unité commune (flavan-3-ol) (Vivas et al., 2006).

500ul de chaque échantillon sont ajoutés a 3ml de butanol-Hcl (95:5) et 100ul de
réactif ferrique (sulfate d’ammonium ferrique a 2%, Hcl 2M). Le mélange est incubé a 90 C°

durant 15 min et I’absorbance est lue a 530 nm (Maksimovic et al., 2005).

Le calcul de la concentration en proanthocyanidines permet d’obtenir des résultats qui

sont exprimés selon 1’équation suivante :

[ C (mg/ml) = 1000 x MM xA x FD / sL J
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Avec : A: Absorbance
MM = 287,24 g/mol, masse molaire de la cyanidine-3-glycosylée.
FD : Facteur de dilution de 1’échantillon analysé.

L : Longueur de la cellule mesuré en cm.
€ = 34700 L.mol/cm: le coefficient d’extinction molaire de la cyanidine-3-glycosyleée.

Les teneurs en proanthocyanidines sont ensuite exprimées en mg équivalent de la

cyanidine-3-glycosylée par 100 g de matiere seche (mg EC3G/100 g MS) (Teng et al., 2014).

11.3.4. Dosage des caroténoides

11.3.4.1. Dosage des caroténoides de la graine de Ziziphus jujuba
Le dosage des caroténoides comporte deux phases : une phase apolaire (hexanique)
qui permet de récupérer les caroténoides et une polaire (acétone et éthanol) pour éliminer les

molécules hydrophiles.

La méthode utilisée pour le dosage des caroténoides est celle de Lee et Castle, (2001)
qui consiste a ajouter 10 ml du mélange d’extraction Hexane/Acétone/ Ethanol (5: 2,5: 2,5) a
1 ml de chaque échantillon. Aprés 30 minutes d’agitation, le mélange est centrifuger a 5000
tr/min pendant 10 min. Aprés seéparation des deux phases, la phase hexanique est récupérée
(phase supérieur de couleur jaune) afin de doser les caroténoides au spectrophotomeétre a 430

nm dans une cuve en verre.

11.3.4.2. Dosage des caroténoides de la feuille de Ziziphus jujuba
Le dosage est établit par des méthodes spectrales qui se basent sur des longueurs

d’ondes correspondantes aux absorbances maximales des caroténoides (Taniguchi et al.,
2017).

Le taux des caroténoides est mesuré par le protocole décrit par Zamora et al. (2005).
Un mélange de 5 ml d’extrait avec 30 ml de solvant (Hexane / Acétone / Méthanol /
Toluene :10 :7 :6 :7) est met sous agitation pendant 15 min et garder a I’abri a -4°C sur une
durée de 16 heures, apres en ajoute 2 ml de la solution KOH (1M) ensuite 30 ml d’hexane, 30
ml de la solution sulfate de sodium a 1% sont additionné respectivement puis laissé décanter a
I’abri de la lumiére pendant 1 heure et récupérer la phase hexanique et lire 1’absorbance a 430

nm.
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La concentration en caroténoides est exprimée en mg équivalent de B-carotene/100 g
de maticre séche (mg EB-C/ 100g MS), en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée dans

les mémes conditions. (Figure 03, Annexe I)

I1.4. Détermination de I’activité antioxydante et antiradicalaire

De nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de ’activité antioxydante des
composés phénoliques purs ou extraient. Deux différents tests sont utilisés : Le premier est
I’estimation du pouvoir réducteur qui mesure la capacité des extraits a réduire les ions
métallique (FRAP = ferric reduccing antioxidant power). Le deuxiéme prend en considération
le pouvoir antiradicalaire en mesurant la capacité de neutralisation d’un radical (DPPHe+ et
ABTSe+) par les antioxydants présents dans les échantillons (Pélagie et al., 2015 ; Wang et
al., 2012).

11.4.1. Pouvoir réducteur

L’analyse de pouvoir réducteur est basée sur la réduction de fer ferrique Fe3+ du
ferricicyanure de potassium en fer ferreux (Fe2+), en présence d’antioxydant réducteur. La
forme réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de 1’extrait
(Dar et al., 2017).

Ce test est estimé par la méthode d’Oyaizu, (1986) avec quelques modifications. 500ul
d’extrait est additionnées & 1,25 ml de tampon phosphate (0,2M, PH 6,6) et 1,25 ml de
ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1%. L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C
pendant 20 min, ensuite 1,25 ml d’acide trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés au
mélange pour stopper la réaction. 1,25 ml de ce mélange sont récupérés et combinés a 1,25 ml
d’eau distillé ensuite 500ul d’une solution aqueuse de Chlorure ferrique (FeCl3) a 0,1% sont
additionnees, enfin le mélange est laisser réagir 10 min a 1’obscurité.

La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel est faite a 700 nm. Les résultats sont
exprimés en mg équivalent d’acide ascorbique par 100 g de mati¢re séche (mg EAA/ 100g

MS) en se référant a la courbe d’étalonnage (Bougandoura et al., 2012). (Figure 04, Annexe

1)

-
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11.4.2. Activité antiradicalaire 2,2-diphényl-1-picryhydrazyl (DPPH) :

Le principe de ce test est basé sur la réaction de réduction de radical libre DPPH ayant
une couleur violette par les antioxydants présents dans les extraits, suivi par une décoloration
en un composé jaune qui représente la capacité des extraits a piéger ces radicaux libres
indépendamment de toutes activités enzymatiques (Hidayat et al., 2017 ; Bourkhiss et al.,
2010).

L’effet antioxydant des extraits de Z. jujuba vis-a-vis du radical DPPH est évalué
selon la méthode décrite par Lillian et al. (2008). 1500ul de la solution de DPPH (60 mM)
sont melangées avec 100ul d’extraits. Aprés 30 min d’incubation a I’obscurité et a
température ambiante, I’absorbance est lue a 517 nm.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide ascorbique par 100g de matiére

seche (mg EAA/ 100 MS) en se référant a la courbe d’étalonnage. (Figure 05, Annexe 1)

11.4.3. Activité antiradicalaire acide 2,2-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique (ABTS) :

La méthode qui détermine I’activité scavenger du radical ABTS est basée sur la
capacité d’un antioxydant a piéger le radical cationique ABTS" de coloration bleue verte en le
transformant en ABTS-H+ incolore par un don d’hydrogéne. La décroissance de 1’absorbance

causé par ’antioxydant indique la capacité de capture du radical libre (Re et al., 1999).

Le piégeage du radical cationique ABTS™ est réalisé par la méthode de Gao et al.
(2011). La solution du radical cationique ABTS™ a été préparée en mélangeant 2,45 mM
d’ABTS avec 7 mM de persulfate de potassium (K2S208). Aprés 16 heures d’incubation la
solution d’ABTS™" a été diluée avec de méthanol, I’absorbance de la solution ainsi obtenue est
ajustée a4 0,700 + 0,020 a 734 nm avant I’usage.

Un volume de 50ul d’extrait est additionné a 1 ml de la solution d’ABTS fraichement

préparée. L’absorbance a été lue a 734 nm apres 6 min d’incubation au bain marié a 30 C°.

L’activité scavenger d’ABTS est déduite a partir de la courbe d’étalonnage établie
avec le trolox et I’activité est exprimée en mg équivalent de trolox par 100 g de matiére seche
(mg ET/100g MS). (Figure 06, Annexe I)

g
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11.5. L’analyse statistique

L’analyse descriptive des résultats est réalisée a 1’aide du logiciel Microsoft Office

Excel 2010, pour déterminer les moyennes, les écarts-types et les coefficients de corrélation.

Pour parvenir a traiter les résultats obtenus, une étude statistique a été faite par
I’analyse de la variance (ANOVA) en utilisant le test LSD (la plus petite différence
significative a une probabilité p<0,05) est appliquée a I’aide du logiciel STATISTICA 5.5
afin de mettre en évidence les différences significatives dans les résultats pour les échantillons

étudiés pour chaque parameétres.
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I11. Résultats
I11.1. Dosages des antioxydants

111.1.1. Dosage des polyphénols totaux

L’objectif de 1’étape d’extraction des composés phénoliques a partir de la matrice
végétale est de libérer ces composés a partir des structures vacuolaires, ou ils se trouvent par
la rupture du tissu végétal ou par le phénoméne de diffusion. Les polyphénols sont des
composés polaires, ils ont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d’un cycle
aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec des glucides (Acosta-
Estrada et al., 2014).

L’extraction doit étre effectuée avec un solvant organique mélangé avec 1’eau. Apres
optimisation ; le meilleur solvant pour I’extraction des composés phénoliques des feuilles et

des graines de Ziziphus jujuba sont le méthanol 60% et 1’acétone 50%, respectivement.

Les teneurs en composes phénoliques des extraits de Ziziphus jujuba sont représentées

dans la figure 13 (a et b) :
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Figure 13: Teneur en composes phénoliques des extraits des feuilles (a) et des graines (b) de Ziziphus

jujuba obtenus par différentes méthodes d’extraction.

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative.

Les lettres en minuscules indiquent la différence entre les trois méthodes (a>b>c) pour le méthanol 60% et
(a’>b’">c’) pour ’acétone 50%.

Les lettres en majuscules désignent la différence entre les deux solvants (p<0,05 avec A>B).

Les barres verticales représentent la moyenne + écart type.

Pour les feuilles, 1’analyse statistique de la teneur en polyphénols totaux révéle
aucune différence significative (p<0,05) entre les trois méthodes d’extraction quel que soit le
solvant d’extraction. Les teneurs obtenues sont : 9788,49 et 6861,95 mg EAG/100g MS
(extraction assistée par microondes, EAM), 919535 et 6698,79 mg EAG/100g MS
(extraction sous agitation, EA) et 8411,29 et 6347,84 et mg EAG/100g MS (extraction

assistée aux ultrasons, EAU) pour le méthanol 60% et 1’acétone 50%, respectivement.

Cependant, les résultats obtenues montrent une différence significative (p<0,05)

entre les solvants d’extraction (méthanol 60% > acétone 50%).

Pour les graines, 1’analyse statistique de la teneur en polyphénols totaux révele une
différence significative (p<0,05) entre les trois méthodes d’extraction des extraits a méthanol
60% : I’extraction assistée par microondes présente la teneur la plus élevée (1804,02 mg
EAG/100g MS), suivie de I’extraction sous agitation (1381,31 mg EAG/100g MS). Et enfin
I’extraction assistée aux ultrasons (1362,83 mg EAG/100g MS).

Pour les extraits a acétone 50%, le test LSD indique une différence significative
(p<0,05) entre les méthodes d’extraction qui sont I’extraction assistée par microondes (946,25

mg EAG/100g MS), I’extraction sous agitation est plus aux moins égale a 1’extraction assistée

o
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par microondes et aux ultrasons (939,68 mg EAG/100g MS) et 1’extraction assistée aux
ultrasons (741,84 mg EAG/100g MS).

L’analyse statistique désigne une différence significative entre les solvants

d’extraction (méthanol 60% > acétone 50%).

111.1.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides sont les constituants majoritaires des polyphénols, ils jouent un réle
de protection des tissus végétaux contre les effets nocifs du rayonnement ultraviolet et ils
sont de puissants antioxydants vis-a-vis des radicaux libres, dus a leurs propriétés de donation
d’atomes d’hydrogéne disponibles dans les substituants hydroxyles de leurs groupes
phenoliques (Tournaire et al., 1994).

Les teneurs en flavonoides des extraits de jujubier sont représentées dans la figure 14
(aeth):
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Figure 14: Teneurs en flavonoides des extraits de feuilles (a) et de graines (b) de Ziziphus jujuba

obtenus par différentes méthodes d’extraction.

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative.

Les lettres en minuscules indiquent la différence entre les trois méthodes (a>b>c) pour le méthanol 60% et
(a’>b">c’) pour ’acétone 50%.

Les lettres en majuscules désignent la différence entre les deux solvants (p<0,05 avec A>B).

Les barres verticales représentent la moyenne + écart type.

Pour les feuilles, I’analyse statistique de la teneur en flavonoides montre une
différence significative (p<0,05) entre les méthodes d’extraction quel que soit le solvant
d’extraction. Les teneurs en flavonoides varient de 640,36 et 833,68 mg EQ/100g MS (EA) a
772,05 et 960,52 mg EQ/100g MS (EAM), pour les extraits a acétone 50% et a méthanol 60%

respectivement.

Pour les graines, 1’analyse statistique de la teneur en flavonoides montre une
différence significative (p<0,05) entre les méthodes d’extraction quel que soit le solvant
d’extraction. Les teneurs en flavonoides varient de 20,33 mg EQ/100g MS (EAM) et 59,81
(EAU) mg EQ/100g MS a 96,96 et 75,38 mg EQ/100g MS (EA) pour les extraits a méthanol

60% et a acétone 50% respectivement.

L’analyse statistique désigne une différence significative entre les solvants

d’extraction (méthanol 60%, acétone 50%).
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111.1.3. Dosage des proanthocyanidines

Les proanthocyanidines sont des composés biologiquement actifs, ils résultent de la
polymeérisation auto-oxydative ou enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées
majoritairement par les liaisons C4-C8 des unités adjacentes; et se nomment ainsi
proanthocyanidines de type B. Lorsque la condensation se produit entre les unités adjacentes
par la liaison C4-C8 et par une liaison d’éther additionnelle entre C2 et C7, les

proanthocyanidines sont dits de type A.

Plusieurs essais in vivo ont démontrés leurs propriéetés anti-inflammatoires, antivirales,
antibactériennes et antioxydantes. Ils peuvent également diminuer la valeur nutritive et la
disponibilité biologique des protéines et des minéraux, lorsqu'ils sont présents en quantités
suffisantes (Malik et al., 1997).

Les résultats de la quantification des proanthocyanidines des extraits de Z. jujua sont

illustrés dans la figure 15 (a et b) :
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Figure 15: Teneurs en proanthocyanidines des extraits de feuilles (a) et de graines (b) de Ziziphus

jujuba obtenus par différentes méthodes d’extraction.

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative.

Les lettres en minuscules indiquent la différence entre les trois méthodes (a>b>c) pour le méthanol 60% et
(a’>b">c’) pour ’acétone 50%.

Les lettres en majuscules désignent la différence entre les deux solvants (p<0,05 avec A>B).

Les barres verticales représentent la moyenne + écart type.

Pour les feuilles, 1’analyse statistique de la teneur en proanthocyanidines révele une
différence significative (p<0,05) entre les trois méthodes d’extraction. Les teneurs en
proanthocyanidines des extraits varient de 21,09 et 20,19 mg EC3G /100g MS (EA) a 29,73 et
27,37 mg EC3G /100g MS (EAM) pour les extraits a méthanol 60% et a acétone 50%,

respectivement.

L’analyse statistique ne désigne aucune différence significative entre les solvants

d’extraction (méthanol 60%, acétone 50%).

Pour les graines, 1’analyse statistique de la teneur en proanthocyanidines révele
aucune différence significative (p<0,05) entre les trois méthodes d’extraction. Les teneurs les
plus élevées sont 33,38 mg EC3G /100g (EAU) et 42,45 mg EC3G /100g (EA) pour les

extraits le méthanol 60% et 1’acétone 50%.

L’analyse statistique désigne une différence significative entre les solvants

d’extraction (méthanol 60%, acétone 50%).
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I11.1.4. Dosage des caroténoides

Les caroténoides sont des pigments naturels synthétisés par les plantes et ils sont
responsables des différentes couleurs a savoir les structures chimiques qui les composent. Il
existe plusieurs caroténoides (a-carotone, B-carotene, lutein, lycopene, etc.). B-caroténe est le
caroténoide commun pour les fruits et végétaux et la vitamine E est I’antioxydant qui protége
les cellules contre les attaques radicalaires (San et al., 2010).

Les caroténoides sont des terpénes en C40 qui possédent un chromophore avec au
moins dix doubles liaisons, ils ont des composés insolubles dans 1’eau et solubles dans les
solvants organiques tel que l'acétone, etc. (Ouchemouck et al., 2012). Ce sont d'excellents
piégeurs d'especes radicalaires particulierement vis-a-vis la lipoperoxydation des
phospholipides membranaires grace a leurs structures.

Les teneurs en caroténoides des extraits de Ziziphus jujuba sont représentées dans la
figure 16 (aetb):
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Figure 16: Teneurs en caroténoides des extraits de Ziziphus jujuba.

Les lettres différentes désignent les différentes teneurs (p<0,05 avec A>B) ;
Les barres verticales représentent la moyenne + écart type.

La teneur en caroténoides révéle une différence significative (p<0,05) entre les feuilles
et les graines de Z. jujuba. La meilleure teneur est marquée pour la feuille par une valeur de
48,05 mg EB-Carotene/100g MS suivi de la graine qui élucide une teneur de 25,684 mg EB-
Caroténe/100g MS.
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I11.2. Détermination de I’activité antioxydant et antiradicalaire

111.2.1. Pouvoir réducteur
La capacité réductrice des composes est I’indicateur majeur de leurs potentiels activités
antioxydante (Dar et al., 2017). La présence des réducteurs dans les extraits favorisent la

réduction du fer ferrique (Fe3") en fer ferreux (Fe2") (Sun et al., 2011).

La figure 17 (a et b) représente le pouvoir réducteur des extraits de la plante Ziziphus

jujuba :
30000 - A
| A

> 25000 - [ .

g a

) .

§ S 20000

oD i i
58 15000 | EIAngatIO-n
a:) § Bl Sonication
g < 10000 - & Micro-onde
(@]

% 5000 -

0 B
0,
MOH60% Extraits
()
4500 ~

S r \

S 4000 -

§ 3500 - b

W 3000 -

2 [

S5 2500 - b & Agitation
é = 2000 - -_:__?__: i1 Sonication
§ 1500 - :::: ® Micro-onde
= 1000 | EEE

S 500 { EEE

5 0 | FEH. B

MOH60%
Extraits
(b)

Figure 17 : Pouvoir réducteur des extraits des feuilles (a) et des graines (b) de Ziziphus jujuba obtenus

par différentes méthodes d’extraction.
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Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative.

Les lettres en minuscules indiquent la différence entre les trois méthodes (a>b>c) pour le méthanol 60% et
(a’>b">c’) pour I’acétone 50%.

Les lettres en majuscules désignent la différence entre les deux solvants (p<0,05 avec A>B).

Les barres verticales représentent la moyenne + écart type.

Pour les feuilles, I’analyse statistique de pouvoir réducteur révele une différence
significative (p<0,05) entre les trois méthodes d’extraction des extraits a méthanol 60% :
I’extraction assistée par microondes présente la teneur la plus élevée (24167,30 mg
EAA/100g MS), en suite I’extraction assistée aux ultrasons (12074,78 mg EAA/100g MS). Et
enfin ’extraction par macération (9480,35 mg EAA/100g MS).

Pour les extraits a acétone 50%, le test LSD désigne une différence significative
(p<0,05) entre les méthodes d’extraction qui sont I’extraction assistée par microondes
(20927,12 mg EAA/100g MS), suivie par 1’extraction assistée aux ultrasons (16874,84 mg
EAA/100g MS) et I’extraction sous agitation (5508,05 mg EAA/100g MS).

L’analyse statistique ne désigne aucune différence significative entre les solvants

d’extraction (méthanol 60%, acétone 50%).

Pour les graines, I’analyse statistique de pouvoir réducteur montre une différence
significative (p<0,05) entre les trois méthodes d’extraction des extraits a methanol 60% :
I’extraction assistée aux ultrasons (3787,71 mg EAA/100g MS), I’extraction assistée par
microondes (2220,03 mg EAA/100g MS) et I’extraction sous agitation (2078,01 mg
EAA/100g MS).

Pour les extraits a acétone 50%, cette analyse indique une différence significative
(p<0,05) entre les méthodes d’extraction : 1’extraction assistée aux ultrasons qui présente la
teneur la plus élevée (1988,17 mg EAA/100g MS), par la suite I’extraction assistée par
microondes (1463,75 mg EAA/100g MS) et I’extraction par macération (1091,76 mg
EAA/100g MS).

L’analyse statistique désigne une différence significative (p<0,05) entre les solvants

d’extraction (méthanol 60% > acétone 50%).
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111.2.2. Activité antiradicalaire 2,2-diphényl-1-picryhydrazyl (DPPH)
Le 2,2-diphényl-1-picryhydrazyl est 1’'un des premiers radicaux libres utilisés pour
étudier la relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques. Il posséde un

¢lectron non apparié sur un atome du pont d’azote. (Figure 18)

Figure 18: Structure chimique de radical libre DPPH".
Dans le cas des composées phénoliques, la neutralisation de radical DPPH" se fait

selon un mécanisme d’action qui se base sur la capture de I’atome H de DPPH en le

transformant en une molécule stable DPPHH (Andzi Barhé et al., 2014). (Figure 19)

NO, NO,

Figure 19 : Mécanisme réactionnel de la réduction du radical DPPH" (Hidayat et al., 2017).

L’effet scavenger de radical DPPH par rapport aux extraits de la plante étudier est

illustré dans la figure 20 (a et b) :
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Figure 20 : Activité scavenger a 1’égard de radical libre DPPH des extraits de feuilles (2) et de graines
(b) de jujubier obtenus par différentes méthodes d’extraction.

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative.

Les lettres en minuscules indiquent la différence entre les trois méthodes (a>b>c) pour le méthanol 60% et

(a’>b">c’) pour I’acétone 50%.

Les lettres en majuscules désignent la différence entre les deux solvants (p<0,05 avec A>B).
Les barres verticales représentent la moyenne + écart type.

Pour les feuilles, I’analyse statistique concernant I’activité antiradicalaire de DPPH
révele une différence significative (p<0,05) entre les trois méthodes d’extraction quel que soit
le solvant d’extraction. Les teneurs obtenues sont : 17355,62 et 12048,73 mg EAA/100g MS
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(EAM), 9222,91 et 8212,18 mg EAA/100g MS (EAU) et 6741,89 et 10373,36 mg EAA/100g
MS (EA) pour le méthanol 60% et I’acétone 50% respectivement.

Pour les graines, I’étude statistique concernant ’activité antiradicalaire de DPPH
montre la présence d’une différence significative (p<0,05) entre les trois méthodes
d’extraction. Les taux de I’activité de piégeage des extraits varient de 1022,81 et 2045,55 mg
EAA/100g MS (EA) a 2103,28 et 2969,43 mg EAA/100g MS (EAM) pour les extraits a
acétone 50% et a méthanol 60% respectivement.

L’analyse statistique désigne une différence significative entre les solvants

d’extraction (méthanol 60% < acétone 50%).

111.2.3. Activité antiradicalaire acide 2,2-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique (ABTYS)

Le radical ABTS est utilisé comme un radical libre pour évaluer I’activité antioxydante
des échantillons. La neutralisation d’ABTS est basée sur la capacité d’oxydation de ce dernier
en radical cationique ABTS® par des antioxydants (Gao et al., 2011) selon la réaction

suivante :

CoHs
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Figure 21 : Mécanisme réactionnel de la réduction du radical ABTS (Essalim et Serve, 1991).

La capacité de piégeage de radical libre d’ABTS sur les extraits se récapitule dans la
figure 22 (aeth) :
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Figure 22 : Activité de piégeage d’ABTS sur les extraits de feuilles (a) et de graines (b) de jujubier

obtenus par différentes méthodes d’extraction.

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative.

Les lettres en minuscules indiquent la différence entre les trois méthodes (a>b>c) pour le méthanol 60% et
(@’>b">c’) pour ’acétone 50%.

Les lettres en majuscules désignent la différence entre les deux solvants (p<0,05 avec A>B).

Les barres verticales représentent la moyenne + écart type.

Pour les feuilles, I’étude statistique relative a la capacité de piégeage du radical ABTS
indique une différence significative (p<0,05) entre les méthodes d’extraction quel que soit le
solvant d’extraction. Les taux obtenues sont 9433,03 et 8333,03 mg ET/100g MS (EAM),
8219,62 et 6939,35 mg ET/100g MS (EAU), enfin 6655,63 et 7240,13 mg ET/100g MS (EA)
pour le méthanol 60% et 1’acétone 50% respectivement.
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Cependant, les résultats obtenues montrent une différence significative (p<0,05) entre

les solvants d’extraction (méthanol 60% < acétone 50%).

Pour les graines, le test LSD relative a la capacité de piégeage de radical ABTS
montre une différence significative (p<0,05) entre les trois méthodes d’extraction quel que
soit le solvant d’extraction. Les taux obtenues sont : 221491,28 et 1508 mg ET/100g MS
(EAM), 1306,40 1178,07 mg ET/100g MS (EAU) et 1249,73 et 1088,95 mg ET/100g MS
(EA) pour le méthanol 60% et 1’acétone 50% respectivement.

L’analyse statistique ne désigne aucune différence significative entre les solvants

d’extraction (méthanol 60%, acétone 50%).

111.3. Discussion

Les résultats de la presente étude montre que les extraits obtenus par I’extraction
assistée par microondes présentent les teneurs les plus élevées en antioxydants (polyphénols
totaux, flavonoides et proanthocyanidines), le pouvoir réducteur le plus élevé et I’activité
antiradicalaire la plus élevée qu’il soit pour la feuille ou la graine et qu’il soit pour les extraits

obtenus avec le méthanol 60% ou [’acétone 50%.

A TDissu des dosages effectués, il s’est avéré que I’extraction des composées
phénoliques a partir de la feuille de Z. jujuba présente la teneur la plus remarquable en
polyphénols totaux. Divers études faites par Ouchemouck et al. (2012) ont rapportés que
I’extraction des composés phénoliques a partir de Vitis vinifera avec le méthanol 50%

présente la teneur la plus éleve.

Le taux d’extraction par microondes des composés phénoliques est plus élevé.
Mustapa et al. (2015) ont observés le méme résultat lors d’extraction des composés
phénoliques de Clinacanthus nutans avec cette méthode, cela est due a la diffusion
des métabolites secondaires qui résulte de I’augmentation de la permeabilité.
Durant I’extraction, la masse transférée s’accroit en raison de la haute capacité de
pénétration suite a la destruction des cellules (Huma et al., 2011). Et que
I’énergie d’absorption des polyphénols par le solvant avec l’extraction assistée

par microondes est beaucoup plus supérieur en comparant a I’extraction sous
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agitation vue de la langue durée que prend cette derniére pour atteindre 1’équilibre

et pour que les polyphénols seront totalement extraient (Mustapa et al.,2015).
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Figure 23 : Image sous microscope indiquant la différence entre le taux de destruction des structures
cellulaire de la matiére végétale par EA (a) et MAE (b) (Mustapa et al., 2015).

D’autre part, Shi et al. (2003) indiquent que les faibles taux en termes de
polyphénols obtenue via 1’extraction sous agitation reviennent a la décomposition

des composants actifs pendant la longue période d’extraction.

De plus, 1’étude realisée par Jiang et al. (2007) désigne que les graines de jujube sont
source de flavonoides avec un grand potentielle d’activité antioxydante.

L’extraction par microondes montre les teneurs en flavonoides les plus élevés.
Dahmoune et al. (2015) ont rapportés pendant cette extraction que la structure des cellules
est détruite par une soudaine élévation de la température qui apparaissent clairement en
comparent a l’agitation qui n’expose pas cette destruction. Ce phénomeéne est due a la
génération d’une pression interne entre les cellules et qui par la suite accélére la libération de
la matiére végétal dans la solution, ensuite la chaleur et la masse transférées se dirigent dans
la méme direction, de I’intérieur vers 1’extérieur favorisant la meilleure solubilité
d’échantillons dans la solution, contrairement aux autres techniques d’extraction qui
transferent 1’énergie de 1’extérieur vers I’intérieur ce qui prolonge le temps d’extraction et
empéche la solubilité d’échantillon (Mustapa et al., 2015).

Selon Pan et al. (2003), I’extraction par microondes des feuilles de thé verre présente
des teneurs élevés en polyphénols. Jain et al. (2009) expliquent que pendant ce type
d’extraction, les deux champs électriques et magnétiques agissent directement sur le tissu

polaire (matiere vegétal), ce qui induit la conversion de 1’énergie électromagnétique en
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énergie cinétique et ensuite en chaleur par la rotation des dipdles, cependant la matiére
végétale dissipe I’énergie grace a la migration des ions conducteurs dans le champ électrique
oscillant, cette migration résulte des collisions entre la matiere végétale et la chaleur générée

par la charge et de la conductivité des ions ainsi que de leurs interactions avec le solvant.

D’aprés Vinatoru et al. (2001), les feuilles de Moringa oleifera marquent les teneurs
les plus hautes en composés phénoliques par 1’extraction assistée aux ultrasons.
L’augmentation de taux d’extraction assistée par ultrasons peut s’expliquer par les ondes
sonores qui crier des bulles dans les liquides et produit une pression négative. Ces bulles se
gonflent puis s’éclatent, ce qui produit des jets de liquide ultrarapide (Luque-Garcia et al.,
2003). Les ondes ultrasoniques accélerent le transfert de masse des composés par
I’augmentation de la perméabilité des membranes cellulaires et facilitent la pénétration de
solvant dans la matiere végétale crue ou le matériel intracellulaire, ce qui conduit a

une augmentation de taux d’extraction (Gabaldon-Leyva et al., 2007).

Zhang et al. (2011) ont observés que I’extraction des flavonoides de prunella
vulgaris L assistée aux ultrasons donne des teneurs proches de celles obtenues par
microondes. L’exposition des polyphénols aux ondes ultrasoniques pour de longue période
qui dépasse 5 min et a des amplitudes élevés abouti a la destruction structurale de la matiere
vegétal, ce qui diminue le taux d’extraction des composants bioactives (Rodrigues et al.,
2015). De plus, ceci augmente les réactions d’irradiation y compris la formation des radicaux

libres susceptibles a étre piéger par ces polyphénols (Jerman et al., 2010).

Des études réalisées par D’alessandro et al. (2012) montrent que les teneurs
d’extraction des composés phénoliques de chokeberry noir sont obtenues aprés 15 min
d’extraction par rapport aux autres extractions due a la forte diffusion des composés dans le
solvant et a la puissance des ondes ultrasonique a démolir la structure de la matiére végétale,
ce qui augmente ultérieurement la pénétration de solvant qui favorise la progression des taux

d’extraction, contrairement a la macération (méthode conventionnel) (Vinatoru et al., 2001).

-
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Figure 24 : Schéma démonstratif de la diffusion des composants bioactives par EA (a) et EAU (b)
(Orphanides et al., 2014).

Gull et al. (2012) ont observés que la variété Sisam de Ceratonia siliqua L. présente
un pouvoir réducteur de (22.89 + 0.13 g EAA/100 g DW). Selon Qui et al. (2013), I’ultrason
est la meilleure méthode d’extraction par rapport a I’extraction assistée par microondes. Cela
est dii a une destruction dramatique des structures actives d’échantillon car ce dernier n’a pas

pu supporter les puissances élevées de microondes.

Ma et al. (2008) ont aussi rapportés que 1’écorce de Citrus présente une forte capacité
de piégeage contre le radicale libre DPPH. Cette évolution d’activité antiradicalaire revient au
bon contacte entre le solvant et 1’échantillon qui permet la meilleure diffusion des composants
bioactives (Ghafoor et Choi, 2009).

La feuille et le fruit de Z. jujuba présentent un potentiel élévé dans la neutralisation
de radicale libre DPPH (Al-Reza et al., 2009).

Hayat et al. (2010) ont rapportés l'efficacité du méthanol 66% pour libérer et séparer
les polyphénols des écorces de mandarine. Dent et al. (2013) explique 1’habilité du méthanol
a étre un bon solvant d’extraction par la différence de polarité qui existe entre lui et les

composants bioactives.

Les grandes teneurs de polyphénols des extraits de graines du Z. jujuba sont obtenues
avec 1’acetone 50%. Des résultats similaires ont été obtenus par Chaalal et al. (2012) qui ont
observés que 1’acétone 50% permet 1’extraction la plus élevé des composés phénoliques a

partir des graines de figue de barbarie.
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En outre, Benchikhe et Louaileche, (2014) ont remarqués que 1’acétone 70% est le
meilleur solvant d’extraction des polyphénols de la pulpe de caroube et pour la graine de
poire piquant. Cela explique que le mélange entre I’eau et 1’acétone est plus reproductible que
I’acétone pure. Ce résultat est confirmé par le principe de « like dissolves like » qui dise que
chaque solvant ne peut extraire que les composants ayant la méme polarité (Zhang et al.,
2007).

Bachir bey et al. (2013) ont rapportés que Ficus carica L. exprime une grande
capacité antioxydante avec 1’acétone 80% donnant des valeurs de 1’ordre de 60.69 et 65.75
mg EAG/100g MS.

Custodio et al. (2011) ont démontrés que le méthanol est le meilleur solvant de la
fleur germinale de caroube, ils ont obtenues des teneurs en polyphénols qui varient de 19,8 £
0,6 a 32,9+ 0,9 mg EAG/g MS plus élevées que celle obtenue avec ’acétone 9,28 + 0,61 mg
EAG/g MS.

Pinelo et al. (2005) ont montrés que la grande concentration en polyphénols et la
meilleure capacité antiradicalaire sont obtenues quand le solvant domine que 1’échantillon
dans le mélange. Selon Luthria et al. (2012), la mauvaise interaction entre le solvant et
I’échantillon méne a la diminution de la solubilité des composants dans le solvant

d’extraction.

La différence de capacité antioxydante entre la feuille et la graine est due a la
diversite des constituants qui les composent (polyphénols, flavonoides, composants
aromatiques...), cette plante est considérée comme une bonne source de métabolites
secondaires qui sont utilisée autant que naturel antioxydants contre les radicaux libres, ces

derniers abiment la santé humaine.

=
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L’objectif primordial assigné par cette étude vise la mise au point d’un procédé
d’extraction d’antioxydants a partir d’une source naturelle Ziziphus jujuba par diverses
techniques extractives (extraction assistée par microondes, 1’extraction assistée aux ultrasons
et ’extraction par macération) et avec deux différent solvants (meéthanol 60% et acétone
50%).

La teneur la plus élevée des composés phénoliques des extraits de Z. jujuba est
constatée dans le méthanol 60% et 1’acétone 50% avec I’extraction assistée par microondes
qui sont de I’ordre de 9788.,49 et 6861,95 mg EAG/100g MS pour la feuille et 1804,02 et
946,25 mg EAG/100g MS pour la graine.

Cette étude montre que la teneur la plus grande en flavonoides pour la feuille est
estimée avec le méthanol 60% et I’acétone 50% avec I’extraction assistée par microondes
qui sont de 1’ordre de 960,52 et 772,05 mg EQ/100g MS respectivement. Concernant la graine
avec méthanol 60% et I’acétone 50%, 1’extraction par macération présente la teneur la plus
élevé : 96,96 et 75,38 mg EQ/100g MS respectivement.

Les résultats de cette étude montrent également que la teneur la plus signifiante en
proanthocyanidines pour la feuille est détectée avec le méthanol 60% et 1’acétone 50% par
I’extraction assistée par microondes de 1’ordre de 29,73 et 27,37 mg EC3G/100g MS
respectivement. Par ailleurs, pour la graine la teneur la plus élevée avec le méthanol 60% est
marquée dans 1’extraction assistée aux ultrasons : 33,38 mg EC3G/100g MS, et avec 1’acétone
50% est désignée dans I’extraction par macération : 42,45 mg EC3G/100g MS.

L’étude actuelle indique que la plus forte teneur en caroténoides est désignée par la
feuille de la plante étudiée de I’ordre de 48,05 mg EB-Carotene/100g MS.

A propos de I’activité antioxydante, la meilleure capacité de réduction de fer pour la
feuille avec les deux solvants d’extraction qui sont le méthanol 60% : (24167,30 mg
EAA/100g MS) et I’acétone 50% (20927,12 mg EAA/100g MS) obtenue par 1’extraction
assistée par microondes. Cependant, la graine présente une forte capacité réductrice avec les
solvants d’extraction (méthanol 60% et acétone 50%) par 1’extraction assistée aux ultrasons
de I’ordre de 3787,71 et 1988,17 mg EAA/100g MS respectivement.

L’activité antiradicalaire vis-a-vis le DPPH™ et ’ABTS™, des extraits de Z. jujuba
avec le méthanol 60% et 1’acétone 50% respectivement révéle des taux élevés avec
I’extraction assisté par microondes qui ont marqués des valeurs de 17353,62 et 12048,64 mg
EAA/100g MS pour la feuille et 2969,43 et 2103,28 mg EAA/100g MS pour la graine relative




CONCLUSION

au DPPH'™" et pour ce qui concerne I’ABTS™, les valeurs obtenue sont 9433,03 et 8333,03 mg
ET/100g MS pour la feuille et 1491,28 et 1508,22 mg ET/100g MS pour la graine.
D’aprés les résultats de notre travail, en a constaté que I’extraction assistée par

microondes est la meilleure méthode d’extraction des extraits de la plante étudiée.

La feuille de cette plante est riche en polyphénols, elle présente une bonne activité
antioxydante par une capacité de piégeage des radicaux libres et la réduction de fer par

rapport a la graine.

A la lumiére de cette investigation, notre perspective d’avenir est de complété la
présente étude par :

v' L’utilisation d’autres nouvelles techniques d’extraction pour maximiser les
antioxydants des extraits ;

v' L’étude de I’activité antimicrobienne de cette plante ;

v' La réalisation des tests in vivo pour une meilleure évaluation de I’activité antioxydante
de Z. jujuba;

v' L’isolement en particulier les polyphénols et les métabolites secondaires par des
méthodes performantes HPLC/MS et RMN.
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage des flavonoides.
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Figure 03 : Courbe d’étalonnage des caroténoides.
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Figure 05 : Courbe d’étalonnage de DPPH.
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Figure 06 : Courbe d’étalonnage de I’ABTS.



Résumé

La présente étude porte sur [effet des trois méthodes d’extraction (I’extraction assistée par microondes,
D’extraction assistée aux ultrasons et l’extraction par macération) sur les extraits de feuilles et de graines de
Ziziphus jujuba, apartennant a la famille des Rhamnacées. Les extraits de cette plante sont étudiés pour déterminer
leurs contenus en substances bioactifs et d’évaluer leurs activités antioxydantes par différents tests (pouvoir
réducteur, DPPH et ABTS). La teneur la plus élevée des composés phénoliques des extraits de Z. jujuba est obtenu
avec [’extraction assistée par microonde pour la feuille et la graines qui sont de I’ordre de 9788,49 mg EAG/100g
MS et de 1804,02 mg EAG/100g MS respectivement. Et pour les flavonoides sont d’ordre de 960,52 mg EQ/100g
MS et de 96,96 mg EQ/100g MS respectivement. Concernant les caroténoides, ils présentent une teneur de 48,05
mg Ep-Caroténe/100g MS et 27,68 mg Ef-Caroténe/100g MS. Cependant [’activité antioxydante la plus élevée de
cette plante exprime une activité antiradicalaire qu il soit pour le radical DPPH : 17353,62 mg EAA/100g MS et
de 2969,43 mg EAA/100g MS ou bien pour I’ABTS™ : 9433,03 ET/100g MS et de 1508,22 mg ET/100g MS. La
grande capacité antioxydante de Z. jujuba lui confere le pouvoir d’étre une excellente source de métabolites
secondaires qui sont capable d’inhiber [’activité des radicaux libres.

Mots clés : Ziziphus jujuba ; extraction ; feuilles ; activité antioxydante ; microondes ; graines ; polyphénols ;
ultrason.

Abstract:

This study examines the effect of the three extraction methods (microwave assisted extraction, ultrasound assisted
extraction and maceration extraction) on extracts of leaves and seeds of Ziziphus jujuba, Family of the
Rhamnaceae. Extracts of this plant are studied to determine their contents to bioactive substances and to evaluate
their antioxidant activities by different tests (reducing power, DPPH and ABTS). The highest content of the
phenolic compounds of Z. jujuba extracts is obtained with microwave assisted extraction which is of the order of
9788.49 mg EAG / 100 g MS 1804,02 mg EAG/100g MS and for flavonoids is of the order of 960.52 Mg EQ / 100g
MS and 96,96 mg EQ/100g MS. Concerning the carotenoids, they have a content of 48.05 mg Eff-Carotene / 100 ¢
MS. However, the antioxidant activity of this plant expresses the highest antiradical activity for the DPPH radical:
17353.62 mg EAA /100g 2969,43 mg EAA/100g MS and for ABTS™: 9433.03 ET /100g MS and 1508,22 mg
ET/100g MS .The high antioxidant capacity of Z. jujuba gives it the power to be an excellent source of secondary
metabolites that are capable of inhibiting the activity of free radicals.
Keywords: Ziziphus jujuba ; Extraction ; Leaves ; Antioxidant activity ; Microwaves ; Seeds ; Polyphenols ;
ultrasound.
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