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Résumé

es extraits naturels issus des

végétaux contiennent une variété de

molécules biologiquement actives.
Dans ce contexte nous avons tenté d’évaluer
I’activité antimicrobienne etantioxydante
des différents extraits préparés a partir des
écorces des racines du Zizyphus lotus, ces
extraits ont été obtenus par macération dans
deux solvants polaires : I’eau et le méthanol.
Les rendements respectifs sont
8,27949/100g de poudre, 21,8669g/100g de
poudre.

L’analyse qualitative de ces extraits par les
tests préliminaires et la CCM a révélé la
présence des composés phénoliques, des ta-
nins, des flavonoides et des saponines dans
les deux extraits, ceci est confirmé par une
analyse quantitative basée sur le dosage des
composés phénoliques, des tanins, et des
flavonoides dont les valeurs sont : pour les
composés phénoliques (26,989 + 2,0168ug
EAG/mg d’extrait) , les tanins (21,9233 +
1,5739ug ECT/mg d’extrait) et les flavo-
noides (3,2608 + 1,3140png EQ/mg d’ex-
trait) dans D’extrait méthanolique, et
(39,9667« 2,5554ug EAG/mg d’extrait),
(14,5105 £ 2,755pg ECT/mg d’extrait),
(4,3719 + 0,9226pg EQ/mg d’extrait) res-
pectivement dans 1’extrait aqueux.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne
des différents extraits a révéle une puissante
activit¢ de 1’extrait méthanolique contre
Staphylococcus aureus, dont la zone d’inhi-
bition la plus grande est de 10,80 £ 0,80mm,
par comparaison avec les autres souches
bactériennes testées. Par contre 1’extrait
aqueux est revélé moins actif.

L’activité antioxydante a été établie par la
méthode de FRAP in vitro, les résultats ob-
tenus démontrent la présence des principes
actifs antioxydants dans les deux extraits
avec des proportions différentes.

Mots clés : Zizyphus lotus, composés phé-
noliques, flavonoides, tanins, activité anti-
microbienne, Staphylococcus aureus, acti-
vité antioxydante, FRAP.




Abstract

he Natural extracts derived from

plants contain a variety of

biologically active molecules. In
this context, we tried to evaluate the
antimicrobial and antioxidant activity of the
various extracts prepared from the root bark
of the Zizyphus lotus, these extracts were
obtained by maceration in two polar
solvents: water and methanol. The
respective yields are: 8,2794g / 100g of
powder, 21,8669¢ /100 g of powder.

The qualitative analysis of these extracts by
the preliminary tests and the CCM revealed
the presence of the phenolic compounds,
tannins, flavonoids and saponins in the both
extracts, this being confirmed by a quantita-
tive analysis based on the determination of
phenolic compounds, Tannins and flavo-
noids whose dosage values are: for the phe-
nolic compounds (26,989 + 2,0168ug EAG
/ mg extract), tannins (21,9233 + 1,5739ug
ECT / mg extract) and flavonoids (3,2608 +

1,3140pg EQ / mg of extract ) In the meth-
anol extract, and (39,9667 +2,5554ug EAG
/ mg extract), (14,5105 + 2,755ug ECT / mg
extract), (4,3719 £ 0,9226ug EQ / mg of ex-
tract) respectively in the agueous extract.

The evaluation of the antimicrobial activity
of the various extracts revealed a potent ac-
tivity of the methanol extract compared to
Staphylococcus aureus, whose zone of inhi-
bition is greater (10,80 + 0,80 mm) with re-
spect to the other bacterial strains tested. On

the other hand, the aqueous extract is found
to be less active.

The antioxidant activity was established by
the method of FRAP in vitro, the results ob-
tained demonstrate the presence of antioxi-
dant active ingredients in the two extracts
with different proportions.

Key words: Zizyphus lotus, phenolic com-
pound, flavonoids, tannins, antimicrobial
activity, Staphylococcus aureus, antioxi-
dant activity, FRAP.
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Introduction Générale



epuis des milliers d'années, I'hnumanité a utilisée diverses ressources trouvées dans son

environnement afin de traiter et de soigner toutes sortes de maladies (Lee, 2004).

Actuellement, I'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 81% de

I’humanité a recours aux préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins
de santé primaire (World Health Organisation, 2000). Les médicaments & base de plantes sont
encore largement utilisés et ont une importance considérable dans le commerce international
(Cordell et Colvard, 2005).

Le continent Africain est doté d’une biodiversité immense parmi les plantes riches dans le monde,
avec un nombre tres éleve de plantes utilisees comme herbes, comme aliments naturels et pour des
buts thérapeutiques. Ces plantes représentent un réservoir immense de composés potentiels
attribués aux métabolites secondaires qui ont l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure
chimique, et ils possédent un tres large éventail d'activités biologiques.

Malgré la nature hétérogéne du continent Africain en général et de I'Algérie en particulier, il y a
eu peu defforts consacrés au développement des agents thérapeutiques de ces plantes. C'est
pourquoi nous nous sommes intéressés a étudier le Zizyphus lotus (jujubier sauvage), appartenant
a la famille des Rhamnacées (Baba Aissa, 1999). Il est distribué principalement dans les régions
méditerranéennes, tropicales et subtropicales du monde (Mukhtar et al., 2004).

En Algérie, le jujubier est présent dans plusieurs régions arides, semi-arides et méme sahariennes
(Rsaissi et Bouhache, 2002 ; Lahsissene et al., 2009), c’est une espéce a usages multiples : les
feuilles sont broutées par les animaux, les fruits sont consommés par ’Homme, le bois sert de
combustible d’excellente qualité et les fleurs sont butinées par les abeilles qui en produisent un
excellent miel. Par ailleurs, les graines broyées de cette espéce sont traditionnellement utilisées
pour le traitement de nombreuses maladies, ils sont antipyrétiques, toniques, antiviraux (Hseini et
al., 2007) et antimicrobiens (Rsaissi et al., 2013). Les racines sont utilisés en décoction, comme
pectorale, émolliente, sédatif, diurétique, pour les affections pulmonaires, et dans le cas d’ictéres
(Chehma, 2006). L’huile de fruit du jujubier est riche en AGMLI, en stérols et en tocophérol (Rsaissi
etal., 2013).

Au cours des derniéres années, la résistance aux antibiotiques chez les micro-organismes
pathogenes et la toxicite des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le
monde végétal et particulierement les plantes médicinales et culinaires en quéte de molécules
naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse (Eloff, 1998).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est d’étudier les deux
activités biologiques : antioxydante et antimicrobienne des deux extraits méthanolique et aqueux
des écorces des racines de Zizyphus lotus. Pour cela notre étude englobe deux aspects, dont le
premier est d’ordre phytochimique basé principalement sur une analyse qualitative : extraction et
mise en évidence, et une autre analyse quantitative du contenu en composés phénoliques. Le
second aspect est consacré a une évaluation de deux activités biologiques : activité antioxydante
et antibactérienne afin de déterminer I'efficacité des molécules bioactives, cette derniere a été
effectuée contre quatre souches microbiennes Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, et Bacillus subtilis pouvant étre pathogénes pour I’homme.
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Chapitre | : La Phytothérapie et Les Plantes Médicinales

epuisl’existence, les hommes se sont soignés avec les plantes qu'ils avaient a leur
disposition. Qu'est-ce qui les a guidés a employer une plante plutot qu'une autre ? Le

hasard ? La religion ? La superstition ? L'expérience, certainement (Iserin et al., 2001).

Aujourd’hui, les principes actifs des plantes sont des composants essentiels d'une grande partie de
nos médicaments et produits de soins (Hans, 2007). En effet sur les 300 000 espéces végétales
dénombrées sur la planéte, plus de 200 000 espéces vivent dans les pays tropicaux d'Afrique ont

des propriétés médicinales (Millogo et al., 2005).

I.1. Définition de la Phytothérapie

Le mot "Phytothérapie" se compose étymologiquement de deux racines grecques : “phuton® et
“therapeia“ qui désignent respectivement "plante” ou "végétale” et "traitement™ et qui veut dire
«Soigner par les plantes» (IESV, 2015/2016).

La phytothérapie est une science a la fois ancestrale et moderne (IESV, 2015/2016), qui signifie
approche thérapeutique utilisant des plantes médicinales dans leur intégralité pour leurs propriétés
thérapeutiques (Bach et al., 2006). C’est donc une technique de soins qui utilise les plantes pour
venir a bout des causes et symptdmes de diverses maladies (Caroline et Michel, 2013). Elle peut
se définir comme étant une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains troubles
fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes ou de

préparations a base de plantes (Wichtel et al., 2003).

La Phytothérapie compte parmi les premiéres et les plus anciennes méthodes curatives. C’est ainsi
que les étres humains utilisent des plantes depuis des siecles voire des millénaires a des fins thé-

rapeutiques sur I’ensemble de notre planéte (Beatrix et al., 2013).

Une phytothérapie efficace repose sur la qualité de la plante utilisée : plante fraiche, plante séche,
sur son extrait, et aussi sur sa teneur et sa richesse en actifs. De plus, un produit a base de plante,
doit — pour avoir une efficacité optimale — rétablir toute la complexité moléculaire qui est a

I’origine de son activité thérapeutique (IESV, 2015/2016).

1.2. Différents types de la Phytothérapie

Tout d’abord se place la phytothérapie traditionnelle. C'est une thérapie de substitution qui a pour
but de traiter les symptomes d’une infection qui se base sur l'utilisation de plantes selon les capa-

cités découvertes expérimentalement [Sitel].
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Ce type de phytothérapie est encore trés répandu dans de nombreux pays mais il n’est pas conven-

tionnel car il ne repose pas, dans la plupart des cas, sur des etudes cliniques [Sitel].

La seconde forme existante est la phytothérapie clinique, qui est une médecine de terrain dans
laquelle le malade passe avant la maladie. Une approche globale du patient et de son environne-
ment est nécessaire pour déterminer le traitement, ainsi qu'un examen clinique complet (Moreau,
2003). Elle repose sur les avancées de la recherche, des preuves scientifiques reconnues et des

extraits actifs des plantes [Sitel].

Il est important de préciser que connaitre une plante, c’est aussi étre conscient de ses limites et de
ses dangers car la phytothérapie n’est en aucun cas une technique douce. Son utilisation thérapeu-

tique nécessite une bonne connaissance de la matiére medicale (Chabrier, 2010).

Il est donc trés important que la médecine traditionnelle et la médecine moderne collaborent :

* afin de permettre la validation et I’amélioration des remédes traditionnels.

« afin de pouvoir apprendre 1’une de 1’autre et se compléter, en faisant évoluer la recherche (CTA,
2007).

Quelques termes scientifiques concernant la phytothérapie traditionnelle et moderne

e Aromathérapie : C’est I’art et la science d’utiliser les essences des plantes ou les huiles
essentielles qui mettent les ardmes et les bienfaits des plantes au service de la santé et la
beauté (Colette, 2007).

e Gemmothérapie : Une thérapie utilisant des bourgeons végétaux et autres tissus
embryonnaires vivants sous forme buvable, dont le but est de réaliser un drainage profond
de I’organisme (Halfon, 2011).

¢ Herboristerie : Correspond a la méthode de phytothérapie la plus ancienne. L'herboristerie
se sert de la plante fraiche ou séchée ; elle utilise soit la plante entiere, soit une partie de

celle-ci (écorce, fruits, fleurs) (Besangon, 2012).

e Phytothérapie pharmaceutique : Utilise des produits d'origines végétales obtenus par
extraction et qui sont dilués dans de I'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont
dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. lls sont présentés

sous forme de sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats...etc. (Strang, 2006 ; [Site2]).

1€ partie : Synthése Bibliographique 2
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1.3. Les avantages de la phytothérapie

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de multiples

avantages.

Aujourd'hui, les traitements & base de plantes reviennent au premier plan, car l'efficacité des
médicaments décroit. De plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les

utilisateurs (Iserin et al., 2001).

Le grand intérét de la phytothérapie est la bonne tolérance des plantes, lorsque celles-ci sont
utilisées aux bonnes posologies. Les effets secondaires, sont généralement mieux connus que pour

les molécules de synthese (Arnal-Schnebelen, 2004).

Généralement, les plantes médicinales d'usage courant ne provoquent que trés peu d’effet
indésirable, de plus, ['usage est simple et a domicile et I’effet recherché est pratiquement immédiat

(Robert, 2010).

1.4. Les inconvénients et les risques de la phytothérapie

Certaines plantes peuvent s’avérer dangereuses (allant jusqu’a provoquer la mort) mais elles ne
seront jamais prescrites, méme a de faibles doses. Parmi les risques rencontrés face a cette
discipline, on peut citer :

e Surdosage ;

o Allergie;

e Contaminations par des toxiques divers (métaux lourds, micro-organismes) ;

e Présence d’une substance allopathique dans la préparation ;

e Interaction avec d’autres plantes ou traitements en particuliers allopathique ;

e Modification des doses absorbées (Cavalier et al., 2015).

1.5. Les plantes médicinales

Une plante médicinale est une drogue végétale dont 1’un des organes, posséde des propriétés
curatives et parfois toxiques selon son dosage. Au Moyen Age, on parlait de "simples". Enfaite il
s'agit d'une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux (Debuigne, 1974 ;
Farnsworth et al, 1986). Environ 35 000 especes de plantes sont employées par le monde a des
fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains
(Elqgaj et al, 2007).

1€ partie : Synthése Bibliographique 3
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1.6. Efficacité des plantes entieres

La phytothérapie a la différence de la médecine classique, recommande d'utiliser la plante entiére,
appelée aussi "totum" plutdt que des extraits obtenus en laboratoire. Une plante entiere est plus

efficace que la somme de ses composants (Iserin et al, 2001).

1.7. Modes de préparation des plantes pour la phytothérapie

Il'y a plusieurs modes de préparation des plantes en phytothérapie, et cela selon l'usage que I'on

veut en faire. Les modes de préparation les plus courants sont :

o L'infusion : Elle se fait généralement avec les fleurs et les feuilles des plantes, mais il est
possible de faire infuser des racines et des écorces. On peut I’obtenir en plongeant une
plante (une cuillerée a café par tasse) dans de I'eau bouillante et laissez infuser entre 10 et
20min, dans un récipient couvert. Une infusion peut se conserver au réfrigérateur pendant
48 heures maximum. En principe, il est préférable de ne pas sucrer les tisanes (Nogaret-
Ehrhart, 2003).

e Ladécoction : Elle se fait en mélangeant le macérat et le solvant a température ambiante.
On fait bouillir le mélange a feu doux. D’une part, on ne peut préparer de décoction lorsque
la chaleur détruit les ingrédients actifs, d’autre part, la chaleur peut accentuer leurs effets

(Sean et Timothy., 2005).

e La macération : Consiste a maintenir en contact la drogue avec un solvant a température
ambiante pendant une durée de 30 minutes a 48 heures. Cette méthode permet une extrac-

tion douce des principes actifs, surtout lorsqu’ils sont thermolabiles (Chabrier, 2010)

e Les extraits : Communément, cela désigne la plante avec tous ses principes actifs, c’est-
a-dire la plante entiére de laquelle sont retirées les parties fibreuses et I’eau. Il existe plu-
sieurs sortes d’extraits « L’extrait sec, L’extrait liquide, Les extraits standardises, Les lyo-
philisats » (Caroline et Michel, 2013)

e Lapoudre : Elle s'obtient en pulvérisant une plante, soit au moulin a café, soit au mortier
et au pilon. Elle peut étre aisée en passant la plante au four a feu tres doux pendant quelques
instants (Morigane, 2007).
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1.8. Les éléments actifs des plantes

Les effets de certaines plantes sont bien connus. La camomille allemande, par exemple, est utilisée
depuis des milliers d'années contre les troubles digestifs, ce n'est que récemment que les éléments
actifs a lI'origine des actions thérapeutiques des plantes ont été isolés et étudiés. Il est indispensable

de connaitre la composition des plantes pour comprendre comment elles agissent sur I'organisme.
Les principes actifs capitaux des plantes sont :

e Lespheénols;

e Les flavonoides ;

e Lestanins;

e Les huiles essentielles : Ce sont des mélanges complexes de substances chimiques
naturelles, volatiles et odorantes contenues dans une plante aromatique, usuellement
extraites par hydrodistillation ou bien par expression. Elles sont volatiles car elles sont
uniquement constituées de molécules de trés faible masse moléculaire. Elles sont solubles
dans des solvants organiques tels que 1’alcool et les huiles végétales ou minérales. Les HE

sont utilis€és en parfumerie, en cosmétique, en phytothérapie, en aromathérapie...etc.

(Khodjet EI Khil, 2015).

o Lesalcaloides : Des substances azotées d’origine végétale, a réactions alcalines (Alcaloide
+ Acide — Sels), ils renferment toujours du carbone, de I’hydrogene et de I’azote, et le
plus souvent de I’oxygene, et rarement du souftre. Les alcaloides sont des produits aminés

naturels qui ont des effets physiologiques sur I'organisme humain (Badiaga, 2011).

e Lesanthocyanes : Constituent le groupe de pigments solubles dans 1’eau le plus important.
Ces molécules faisant partie de la famille des flavonoides et capables d'absorber la lumiere
visible, ils sont dissous dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs et des tissus

auxquels ils donnent des couleurs rose, rouge, bleu et violet (Mazza et al., 1993).

e Les coumarines : Elles sont issues du métabolisme de la phénylalanine via un acide cin-
namique. Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et les solvants organiques
dans lesquels ils sont extractibles. Elles ont un spectre UV caractéristique. Les coumarines
présentent des effets cytotoxiques, antivirales, immunostimulantes, tranquillisantes, vaso-

dilatatrices... etc. (Gonzalez-Gallego et al., 2007).

e Les vitamines : Des substances organiques, qui sont nécessaires a l'organisme et que

I'nomme ne peut synthétiser. Elles doivent étre fournies par I'alimentation. 1l s'agit d'un
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groupe de molécules chimiquement trés hétérogénes. Certaines d'entre elles ont des struc-
tures proches de celles d'autres composés organiques (Les vitamines, 2010/2011).

e Les minéraux : De nombreuses plantes médicinales sont tres riches en minéraux. Les
plantes, notamment celles issues de I'agriculture biologique, tirent les minéraux du sol et
les transforment en une structure aisément assimilable par I'organisme. Dans de nombreux
cas, les minéraux contenus dans une plante, participent activement a son activité thérapeu-

tique dans I'organisme (Iserin et al, 2001).

Figure 1 : Image représentative de 1’utilisation des plantes médicinales
en phytothérapie (http://www.cosmopolitan.fr/,lutter-contre-les-douleurs-
articulaires-avec-la-phytotherapie,1905201.asp.)
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Chapitre Il : Généralité sur le Zizyphus lotus (L)

11.1. Etude botanique
En 1784, Desfontaines découvrait le jujubier aux abords du désert en Tunisie, et il a été nommé
par Linné Rhamnus lotus (Aug chevalier, 1939), par contre d’aprés Bonnet (2001) le mot « Zizy-
phus » vient du grec « Zizyphos » mais le mot n’apparait qu’au deuxiéme siecle, et qui vient du

nom arabe « Zizouf ».

Zizyphus lotus (L), en Algérie et en Tunisie, est connu sous le nom de « Sedra » ou « N’beg »
appeler aussi Jujubier de la berbere ou jujubier sauvage dans la langue francaise (Benammar et al.,
2010). Cette plante appartient a la famille des Rhamnacées, elle comprend environ 900 espéces,

aupres de 58 genres dans les régions tropicales et subtropicales (Baba Aissa, 1999).

Les especes de la plante ont plusieurs caractéristiques physiologiques et morphologiques qui peu-
vent contribuer a leurs capacités a s’adapter aux environnements arides. Ils poussent sur les rives

sud de la méditerranée jusqu’en Afghanistan (Baba Aissa, 1999).

Zizyphus lotus (L) est réputée en médecine traditionnelle algérienne vu sa richesse en molécules

ayant des activités biologiques variées.

s I '4 . . ; :
Figure 2: La plante du Zizyphus lotus en Figure 3: la plante du Zizyphus lotus en
mars 2017 (Mila). mai 2017 (Mila).
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Figure 4 : La plante du Zizyphus lotus en Figure 5 : La plante du Zizyphus lotus en
juin 2017 (Constantine). éte [Sited].
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11.2. Description

C’est un arbrisseau sous forme de buisson a rameaux flexueux ne dépassant pas 2,5 m de hauteur,

il est trés épineux de couleur gris blanc poussant en zigzag (Claudine, 2007).

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 et Butter, 2000), 3/2 a 2 fois plus longues que larges, a marges entiéres
ou finement sinuées (Ben Ziane et Yousfi, 2001). Elles sont lisses et brillantes sur les deux faces,

et présentent trois nervures longitudinales saillantes partant du pétiole (Baba Aissa, 1999).

Les fleurs du Zizyphus lotus (L) sont tres visibles, de couleurs jaunes avec des sépales ouvertes en
étoiles, des petits pétales et un ovaire supére bisexuel et fleurissent en juin (Baba Aissa, 1999 ;
Claudine, 2007).

Le fruit est ovoide-olong, ayant la forme et la grosseur d’une belle olive, d’abord vert puis jaune,
il devient rouge foncé quand il est mdr, en octobre (Bayer et Butter, 2000). Le fruit du jujubier est
légérement sucré [Site5].

oo eviiormn NMadditoes

&

¢ 77
Lawrentlie Pemousr T (e I 0] e - RO 1 e (G 1

Lot “Univessilatis ZLulaline

LAURENTII MINOUX HERBARIUM HISPANICUM
ran.: Rhamna.cede.......
Feizyphus. lotus bec......

Loc. :.in.ocenis. likdceis. props. ...
premenkerive. Chacidemi. (aha dofale
In provincia AIMRORNSL.. legi2d I8

Figure 6 : Image représentative du Zizyphus lotus
(Bellakhdar et al 1991).
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11.3. Aire géographique

L’arbuste vit dans les steppes subméditerranéennes comprises entre la mer et le Sahara (Aug che-
valier, 1947), tout au long de I’ Algérie, la Tunisie, la Libye, le Maroc, et les pays de I’Europe du

Sud comme I'Espagne, la Sicile, la Grece et Chypre (Benammar et al., 2010).

Zizyphus lotus (L) 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 (Saa-

doudi, 2008), et aussi a Constantine (Ain Smara).

|:|:|:|:|:|:I:I:[” Aire géographig@hus lotus. K
N ] ~

Figure 7: Aire de répartition du Zizyphus lotus (L) en méditerranée (Quezel et Santa, 1962).

I1.4. Position Systématique

Régne : Végétale.
Embranchement : Spermatophytes.

Sous embranchement : Angiospermes.

Sous classe : Dicotylédone.

Ordre: Celastrale.

Famille : Rhamnaceées.

Genre : Zizyphus.

Espece : Zizyphus lotus (L) (Quezel et Santa, 1962).
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11.5. Composition chimique

La composition chimique de la plante se présente dans le tableau si dessous :

Tableau 1: Les composants chimiques majeurs et leur quantité dans les différents organes

végetaux du Zizyphus lotus (Nutr Métab, 2016).

Organe végétale 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 II, 219mg/100g

Ecorces des racines lotusine A-G)

Proanthocyanidine 156mg/100g
Flavonoides 87mg/100g
Sucre soluble 10500mg/100g
Minéraux 3200mg/100g

Pulpes Protéines 1180mg/100g
Tanins 922mg/100g
Polyphénols totaux 325mg/100g
Flavonoides 173mg/100g

11.6. Activités biologiques du Zizyphus lotus

Cette plante est riche en polyphénols, alcaloides cyclopeptides, saponines de dammarane, vita-
mines, minéraux, acides amineés et acides gras polyinsaturés (Abdoul-Azize, 2013), donc les pro-
priétés medicinales de cette plante dépendent de la teneur et la répartition de ces composes dans

les différents organes de la plante (Benammar et al., 2014).
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Plusieurs parties du Z. lotus (L) sont administrées en tant qu'agents anti-infections urinaire, cuta-
nées, antiviraux, antidiarrhéique, agents d'insomnie (Anand et al., 1989 ; Adzu et al., 2003), con-
traceptif, antimicrobien (Yoon et al., 2010), médicament, stimulant de I'immunité (Benammar et
al., 2010), antidiabétique (Ambasta,1986), hypoglycémiant (Glombitza et al.,1994), sédatif et
hypnotique (Tschesche, 1975 ; Anand et al.,1989), analgésique (Borgi et al., 2007 ; Borgi et al.,
2008) et une activité d’agglutination (Ahmad et al., 2011).

11.6.1. Activité antioxydante et anti-inflammatoire

Z. lotus (L) est riche en composés antioxydants tels que les acides phénoliques et les flavonoides,
ces composants préviennent le stress oxydatif et I'inflammation (Mothana, 2011). Les recherches
réalisées par Benammar et ses collegues en 2010 et en 2014 confirment la richesse de la plante en
vitamines (A, C et E), qui présentent des propriétés antioxydantes in vitro. D’autres travaux men-
tionnent que I'acide oléique des fruits du jujubier est responsable des propriétés antioxydantes
(Ochoa et al., 2002).

11.6.2. Activité antimicrobienne et antifongique

Des études in vitro ont clarifié les effets des extraits du Z. lotus (L) sur la croissance de plusieurs
especes de bactéries et de champignons, ils ont démontré que les extraits des fruits, dans des sol-
vants éthériques et méthanoliques, présentaient les effets les plus bactéricides pour induire une
inhibition de la croissance microbienne (Rsaissi et al., 2013 ; Ghazghazi et al., 2014). Ces activités
antimicrobiennes semblent étre médiées par la teneur en composés phénoliques, c’est-a-dire en

molécules bioactives (Aziz et al., 1998).

11.6.3. Activité antidiabétique et hypoglycémique

Les effets hypoglycémiants du Z. lotus (L) indiquent que les extraits aqueux des racines présentent
des activités plus efficaces par rapport aux feuilles (Benammar et al., 2014). 1l a été rapporté que
la sensibilité a lI'insuline était améliorée par la vitamine A grace l'activation du récepteur de I'insu-

line et de la protéine tyrosine phosphatase 1B (Jeyakumar et al., 2011).

11.6.4. Activité antidérologene et gastro protectrice

Dans de nombreuses études in vivo, les effets protecteurs des extraits aqueux du Z. lotus (L)
(écorces des racines, feuilles et fruits) administrés par voie orale ont été observes dans les lésions
de plusieurs modeles ulcérogénes chez le rat Wistar (B. Wahida et al., 2007 ;Bakhtaoui et al.,
2014).
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Ces rapports suggérent que les extraits de cette plante agissent comme agents antiulcéreux en ré-
duisant I'acidité gastrique et la seécrétion du jus (Abdoul-Azize, 2013)

11.6.5. Activité analgésique et antispasmodique

Des études in vivo réalisés sur le duodénum du rat isolé, montrent que I'extrait aqueux des feuilles
du Z. lotus (L) et des ecorces des racines exerce des activités antispasmodiques en modulant la

signalisation Ca?* via des récepteurs cholinergiques (Borgi et al., 2009).

11.6.6 Autres activités

Cette plante est aussi employée dans le domaine de la nutrition, la santé et la cosmétologie sous

plusieurs formes (Abdoul-Azize, 2013).

Certains extraits du jujubier exercent des propriétés immunes modulatrices sur 1’activation des
cellules T humaines IL2, et aussi I’expression de I’ARNm (Abdoul-Azize, 2013 ; Benammar et
al., 2014).

IIs ont aussi des effets anticancéreux (résistance au cancer du sein et cancer du célon) et modulent
la rétention intestinale de plusieurs substances toxiques pour l'alimentation vue sa richesse en
acides gras polyinsaturé (I'acide oléique et I'acide linoléique) (Soel et al., 2007 ; Aspenstrom-
Fagerlund et al., 2015).
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I11.1. Les polyphénols

111.1.1. Définition

Les polyphénols sont une vaste classe de substances organiques cycliques trés variées, d’origine
secondaire (Walton et Brown, 1999) ayant toutes un point commun : la présence dans leur structure
d’au moins un cycle aromatique a 6 atomes de carbones (cycles benzéniques) portant une ou plu-
sieurs fonctions hydroxyles (Hennebelle et al., 2004). lls constituent un groupe de substances va-
riées et ubiquistes (Marouf, 2000 ; Hopkins, 2003 ; Georgé et al., 2005) et correspondent a une

trés large gamme de structures chimiques (Ferguson, 2001).

Les polyphénols constituent une famille importante de métabolites secondaires du regne végétal
(Akowah et al., 2004). A I’heure actuelle, plus de 8000 molécules ont été isolés et identifiées
(Mompon et al., 1998).

Ils sont divisés en plusieurs catégories :
» Les acides phénoliques.
» Les flavonoides.
» Les tanins condenseé et hydrolysables (SFA, 2005).

111.1.2. Distribution

En phytochimie les polyphénols sont les dérivés des acides benzoiques et cinnamiques (Be-
lyagoubi, 2011). On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits (racines, tiges,

bois et dans les cellules épidermiques des feuilles) (Marfak, 2003 ; Hadi, 2004).

La couleur et I’ardbme, ou 1’astringence des plantes dépendent de la concentration et des transfor-
mations des phénols. Ces composés représentent 2 a 3% de la matiére organique des plantes et

dans certains cas jusqu’a 10% (Walton et Brown, 1999).

+ A I'échelle cellulaire, ils s'accumulent principalement dans deux sites : la paroi cellulaire

et la vacuole.

+ A I'échelle tissulaire, une repartions trés inégales des différents composés phénoliques.
Ainsi les anthocyanes et les flavonols sont généralement présents dans les couches cellu-

laires externes : épidermes des fruits et des feuilles (Sarni et Cheynier ,2006).
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111.1.3. Classification

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes, qui se différencient
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).

Tableau 2 : Principales classes des composés phénoliques (Macheix et al., 2005 ; Daayf et
Lattanzio, 2008).

Nombre de Structure de Classe Origine
Carbone base « exemple »
6 C6 Phénols simples. Busseroles.

Benzoquinones.

7 C6-C1 Acides phénoliques. Epices, fraises.

8 C6-C2 Acétophénones. /
Acides benzoiques.

Acides hydroxyci- Pomme de terre.
namigues. Pommes.
9 C6-C3 Coumarines. Les fruits du genre
Polypropenes. citrus.
10 C6-C4 Naphtoquinones. Noix.

Racines de Gen-

13 C6-C1-C6 Xanthones. tiane.
Centaurée.
14 C6-C2-C6 Stilbénes et anthra- Vignes.
quinones.
15 C6-C3-C6 Flavonoides. Fruit et [égume.
Isoflavonoides. Soja et pois.
18 (C6-C3), Lignanes Pin.
Néolignana
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30 (C6-C3-C2), Biflavonoides. Carcinia hyperic.
N (C6-C3)n Lignines. Bois.
(Cé)n Catéchols. Noyaux des fruits.
(C6-C3-C6)n Tanins condensés. Raisins rouges.

I11.1.4. Réle, intérét et propriétes

Le role des composés phénoliques est maintenant reconnu, au cours 1’évolution de la vie des
plantes, dans I’utilisation de I’Homme des végétaux (Maury et Legrand 2000 ; Macheix et al.,
2005). Les techniques modernes d’isolement des molécules et d’exploration médicale, montrent

que ces dernieres ont beaucoup de propriétés thérapeutiques :

% La pigmentation, la signalisation et la protection contre des agents biotiques et abiotiques
(Brouillard et al., 1997 ; Maury et Legrand, 2000 ; Macheix et al., 2005 ; Stalikas, 2007).

< lls sont associés a de nombreux processus physiologiques : croissance cellulaire, différen-
ciation, organogeneése, floraison et tubérisation (Nitsch et Nitsch, 1961 ; Misirli et al.,
2001).

¢+ lls exercent un effet majeur sur les caractéres organoleptiques des produits (Sarni et Chey-
nier, 2006).

¢ lls diminuent la perméabilité des vaisseaux capillaires en renforcant leur résistance (Nis-
siotis et Tasioula-Margari, 2002 ; Lahouel, 2004).

< lls ont une propriété anti-cancéreuse (Li et al., 2008), antiulcéreuses (Martin et al., 2007),
anti-inflammatoire (Nowakowska, 2007), analgésiques (Borsato et al., 2000).

¢ IlIs sont également utilisés dans 1’industrie agro-alimentaire comme additif, colorant, aréme

ou agent de conservation (Bruneton, 1999).

+ L’activité antioxydante des polyphénols

Les propriétés antioxydantes des polyphénols participent a la prévention de diverses pathologies
impliquant le stress oxydant, le vieillissement cellulaire, et les maladies cardiovasculaires ou dé-

géneérative (Wang et Mazza, 2002 ; Macheix et al., 2005 ; Sarni et al., 2006).

Les antioxydants naturels comme les composés phénoliques, et particuliérement les acides phéno-
liques et les flavonoides peuvent empécher I’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant plus rapi-

dement que ce dernier.
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Un tel effet résulte d’une structure de donneur d’atome d’hydrogeéne ou d’électron souvent aroma-

tiques (Vanssant, 2004).

I11.2. Les flavonoides

111.2.1. Définition et structure

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 plut6t

prété du « flavus » qui signifie jaune (Karaali et al., 2004).

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques (Yao et al., 2004), qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Rice-Evans et Packer,
1998).

Ces molecules ont toutes le méme squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont arrangés
selon une configuration Ce-C3-Cs, (Yao et al., 2004), caractérisée par un enchainement de deux
noyaux aromatiques A et B liés a une unité de trois carbones (C) avec une grande diversité struc-
turale (Walsh, 2003 ; Erdman et al., 2007 ; Alothmane et al.,2009), elles sont considérées comme

des pigments jaunes quasi universels des végétaux.

Actuellement, environ 4000 composes flavonigues sont connus (Marouf, 2000 ; Edenharder et
Grlinhage, 2003 ; Alothmane et al.,2009).

Figure 8 : Structure de base des flavonoides (Bruneton,1999).
Dans la nature, les flavonoides sont généralement glycosylés, les sucres ainsi que les groupes hy-

droxyles augmentent leur solubilité dans I’eau, d’autres substitutions tels que les méthyles et les

isopentyls, rendent les flavonoides lipophiles (Crozier et al., 2006).
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111.2.2. Classification

Les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes, qui sont déterminées par 1’état d’oxy-
dation de I’unité de liaison (C), et la position du noyau benzénique (B) (Brutneton, 1993 ; Narayana
et al., 2001), tandis que les composés de la méme classe sont déterminés par le point d’hydroxy-
lation, ou d’autre substitution du noyau A ou B (OH, OCH3 et/ou glycosyl) (Verpoorte et Alfer-
mann, 2000 ; Havsteen, 2002 ; Edenharder et Griinhage, 2003).

flavanone R3' flavone

flavanonol flavonol R3'

Figure 9 : Les différentes classes des flavonoides (Gamet-Payrastre, 1999).
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111.2.2. Activités et propriétés biologiques

111.2.2.1. Activité antioxydante

Plusieurs études ont souligné que les flavonoides de différentes sources botaniques agissent
comme puissant antioxydants encore plus que la vitamine C (Alothmane et al., 2009), ces compo-
sés peuvent empécher les dommages oxydatifs par différents mécanismes d’actions : Soit par cap-
ture des radicaux hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et peroxydes (Hodek et al., 2002), soit par
chélation des métaux (le fer et le cuivre) qui sont d’importance majeure dans 1’initiation des réac-
tions radicalaires, soit I’inhibition des enzymes responsables de la génération des radicaux libres
comme la xanthine oxydase, la cyclooxygénase et la lipooxygénase (Dicarlo et al., 1999 ; Sarni et
Cheynier, 2006).

111.2.2.2. Activité anti-inflammatoire et ’effet sur le systéme immunitaire

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possédent des propriétés anti-inflam-
matoires (Huck et al., 2000 ; Chen et al., 2008), et qu’ils sont capables de moduler le fonctionne-
ment du systeme immunitaire (Raffaelli et al., 1997). Les flavonoides sont de puissants inhibiteurs
de la prolifération des lymphocytes B et T (Loo et al., 1989 ; Waridel et al., 2001). Certains d’entre
eux comme : la quercétine, la myricétine, I’apigénine et la chrysine ont des effets anti-inflamma-
toires par ’action inhibitrice des enzymes responsables du métabolisme de 1’acide arachidonique
(Tringali, 2001), tout en inhibant la lipoxygenase, la phospholipase et la cyclooxygenase (Cowan,
1999 ; Yao et al., 2004).

111.2.2.3. Propriété antivirale et antibactérienne

Les flavonoides se sont montrés comme de bons inhibiteurs de la « transcriptase reverse ». Cepen-
dant, leur impact semble plus fort sur ’ADN et I’ARN polymérase de la cellule hote que sur la

transcriptase reverse virale (Langewld et Schmutterer, 1992 ; Wilps et al., 1992).

Autres chercheurs ont montré que les flavonoides pouvaient avoir une action plus sélective en
interagissant avec une glycoprotéine de surface du VIH (la Gp 120), empéchant ainsi la liaison du

virus a la cellule hote (Tail, 1998).
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111.2.2.4. Propriété anti-cancérogéene

Des études mettent en évidence les effets protecteurs des flavonoides vis-a-vis des promoteurs des
tumeurs (Kato et al., 1983). L’action antitumorale de la quercétine par exemple pourrait s expli-
quer par son interaction avec le complexe calcium-calmoduline, qui jouerait aussi un role dans le

mécanisme d’action de nombreux promoteurs de tumeur (Nishino et al., 1996).

Les flavonoides peuvent inhiber les enzymes intervenant dans 1’activation des pro-carcinogenes

en intermédiaires mutagenes (Obermeier et al.,1995).

111.2.2.5. Autres activités

Les flavonoides jouent un réle trés important dans le traitement du diabéte (en inhibant I’aldose
réductase), de la goutte (en inhibant la xanthine oxydase), de I’hypertension (la quercétine), des

thromboses (les flavonols) et des allergies (Cowan, 1999 ; Yao et al., 2004).

L’effet antiallergique sur la production de I’histamine, par I’inhibition des enzymes (I’AMP cy-
clique phosphodiesterase et ATPase Calcium-dépendante) responsables de la libération de I’hista-

mine a partir des mastocytes et des basophiles (Tringali, 2001).

D’autres comme la rutine et le kaempférol ont montré une action inhibitrice sur le PAF (Platelet

Activating Factor), qui est un agent ulcérogéne potentiel (Tringali, 2001).

La Tangérétine, la Rutine et I’hespéridine augmentent la résistance des vaisseaux sanguins et agis-

sent sur la fluidité du sang (Oakes et al.,2001).

111.3. Les tanins

111.3.1. Définition

Le mot Tanin est un terme provenant d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes
pour tanner les peaux d'animaux (Hopkins, 2003). Ce sont des métabolites hydrosolubles de masse
molaire entre 500-2000D, toutes les plantes en contiennent a des degrés différents (Zimmer et
Cordesse, 1996 ; Bruneton, 1999).

Le role biologique des tanins dans la plante est lié a sa propre protection contre les affections, les
insectes et les animaux herbivores (Khanbabaee et Ree, 2001), en plus de la protection contre les

attaques fongiques et bactériennes.
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Les tanins sont présents dans une variété de plantes utilisées dans I’alimentation notamment les

céréales et les légumineuses (Peronny, 2005).

111.3.2. Classification

On distingue deux grands groupes de tanins, différents a la fois par leur réactivité chimique et par

leur composition (Haslam, 1989).

> Les tanins hydrolysables : ce sont des esters de glucose et d’acide gallique, caractérisés
par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par I’hydrolyse chimique, ils liberent alors une
partie non phénolique (souvent du glucose) et une partie phénolique qui peut étre soit de

I’acide gallique, soit un dimére de ce méme acide : I’acide ellagique (Guignard, 2000).

0
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HO OH HO  0-C
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HO 0—CH;
HO 9—<:j%OH
0
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ACIDE TANNIQUE (ELLAGITANNIN)

ACIDE TANNIQUE (GALLOTANNIN)

Figure 10 : Structure d’un tanin hydrolysable (Peronny, 2005).

> Les tanins condensés : ce sont des oligoméres ou des polymeres de flavane-3ol, dérivés
de la catéchine ou de ses nombreux isomeres (Awika et Rooney, 2004). Ils ont la propriété
de coaguler les protéines du derme, d’ou leur utilisation dans le tannage des peaux (Gui-

gnard, 2000 ; Hopkins, 2003).
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OH

FLAVAN-3.0I

Figure 11 : Structure d’un tanin condensé (Peronny, 2005).
111.3.3. Propriétés biologiques

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).

IIs sont dotés d’un certain pouvoir astringent, par lequel on explique leurs propriétés vasculopro-

tectrices, cicatrisantes et anti-diarrhéiques (Hennebelle et al., 2004).

Ce sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produites au cours de la peroxyda-
tion, 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 due a leurs noyaux phénols et
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 brilure (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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1.1. Matériel

1.1.1 Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué de la partie enterrée du Zizyphus lotus. Les

racines du jujubier ont été récoltées le 27 mars 2017 de la région de Mila a coté de Radjas.

Apreés récupération de la plante, les racines ont été bien nettoyeées et les écorces enlevées par la suite.
Le séchage a été effectué naturellement a I’abri de la lumiére et de I’humidité, a une température
ambiante (environ 24°C), sur du papier durant 15 jours, afin de préserver au maximum 1’intégrité des
molécules. Le matériel végétal a été broyé dans un moulin électrique en une poudre trés fine, pour

augmenter la surface d’échange entre le solide et le solvant et faciliter 1’extraction. Par la suite la

poudre a été conservée dans un flacon a I’abri de la lumicre.

'

Figure 12 : Les racines du Zizyphus lotus (Mars 2017).

|.1.2. Détermination du rendement

Le rendement d’extraction a été calculé par la formule donnée par Mahmoudi et al., 2012 qui a été
modifié : R = Mext / Méch x 100. Ou R est le rendement en gramme, Mext est la masse de 1’extrait

apres évaporation du solvant en gramme, et Méch la masse seche de 1’échantillon végétal en gramme.

1.2. Méthodes d’analyse

1.2.1. Extraction par macération a partir des écorces des racines du Zizyphus lotus

La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en contact
prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui se fait a

température ambiante (Lagnika, 2005).

Les extraits utilisés pour la réalisation de cette étude sont en nombre de deux :

N
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1.2.1.1. Extrait agqueux

Selon la méthode de Bougandoura et Bendimerad (2012) modifiée, 50g de la poudre végétale (écorces
des racines du Z. lotus) a été mise a une extraction par macération avec 500ml d’eau distillée, pendant
24H a température ambiante (environ 20°C), I’ensemble est filtré sur du papier filtre afin de séparer

le marc du filtrat. L’extrait aqueux a été lyophilisé pour le réduire en poudre.
4+ La lyophilisation

Un procédé de conservation d'une substance, d'un corps, et notamment de produits alimentaires et
pharmaceutiques, consistant en une congélation rapide et une déshydratation presque totale du produit
concerneé, qui est ensuite conservé sous vide a température ambiante et retrouve ses qualités et
propriétés premieres par simple addition d'eau. La lyophilisation est une combinaison du froid et du
vide. Gréce au froid, on peut séparer des substances qui sont stables dans les conditions normales
[Site6].

™

Figure 13 : Lyophilisateur de I’Université des Freres Mentourie Constantinel (Mai 2017).

,9
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Matériel végétal sec

broyés

e Extraction a froid par
I’eau distillée (24H).
o Filtration.

r e Lyophilisation a
-46°C et 0,064Mbar.

Extrait

agueux sec

Figure 14 : Différentes étapes de préparation de I’extrait aqueux.
1.2.1.2. Extrait méthanolique

Une prise d'essai de 37,5g de la matiére végétale (la poudre fine des écorces des racines du Z. lotus)
a été mise a macérer dans 500ml de méthanol absolu pendant 24H a température ambiante. Apres
filtration du mélange, I’extrait a été évaporé a sec sous pression réduite a et a 52°C grace a un

évaporateur rotatif pour obtenir un extrait sec (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Figure 15 : Evaporateur rotatif (Avril 2017).
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Matériel végétal sec

broyés

!

Résidu
végétal sec -

!

Extrait

e Extraction a froid
par Méthanol (24H).
e Filtration.

¢ Evaporation a sec sous
pression réduite et a 52°C.

méthanolique sec

Figure 16 : Différentes étapes de préparation de 1’extrait méthanolique.

1.2.2 Analyses des extraits du Zizyphus lotus

1.2.2.1. Analyse qualitative
1.2.2.1.1. Tests préliminaires

1.2.2.1.1.1. Caractérisation des composés phénoliques

0,1g de chaque extrait a été dissout dans 3ml de solvant (chaque extrait est dissous dans son solvant
d’origine) et 5 gouttes de FeClza 2% y ont éteé ajoutées. La présence des composés phénoliques a été

marquée par l'apparition de la couleur bleue-verdatre (Rosine et Momo, 2009).
1.2.2.1.1.2. Caractérisation des Flavonoides

Le test consiste a ajouter a 3ml de chaque extrait (Aq et Met) a une concentration de 2mg/ml quelques
gouttes d’acide chlorhydrique (HCI), puis quelques morceaux du magnésium (Mg?*). L apparition

d’une couleur orange implique la présence des flavonoides (Ciulel, 1982 ; Karumi et al., 2004).
1.2.2.1.1.3. Caractérisation des Tanins condensés (TCs)

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a Iml de chaque extrait, 1ml d’eau distillée
et 2 a 3 gouttes de solution de de FeCls a 1%. Une coloration bleu-noiratre indique la présence des
tanins galliques, et une coloration vert-noiratre, la présence des tanins catéchiques (Dohou et al.,
2003 ; Diallo et al., 2004).

,9
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1.2.2.1.1.4. Différentiation des tanins

Si on a un mélange des deux types des tanins, 8ml d’une solution de formaldehyde-chlorhydique
(appeler réactif de Stiasny : formaldéhyde + HCI concentré (2/1) (v/v)) est additionné a 15ml de
chaque extrait. L’ensemble est chauffé¢ au bain-marie jusqu’a ébullition pendant 30min. On remarque

la formation d’un précipité (présence des tanins condensés) que 1’on peut filtrer.

Le filtrat est neutralisé avec 1’acétate de sodium jusqu’a saturation, puis quelques gouttes de FeCl3a
1% sont ajoutées. L’apparition de la couleur bleu-noirétre indique la présence des tanins gallique
(Trease et Evance, 1987 ; Mamadou, 2002).

1.2.2.1.1.5. Caractérisations des saponines

4mg de I'extrait aqueux ont été introduits dans un tube a essai contenant 8ml d'eau distillée, I'ensemble
a été chauffé pendant 5min. Apres refroidissement, 5ml ont été introduits dans un second tube a essai
et agités énergiquement pendant 1min. Apres 15min de repos, I'épaisseur de la mousse a été mesurée
a l'aide d'une régle graduée. Une hauteur de mousse d'au moins un centimétre indique la présence des

saponines (Rosine et Momo, 2009).
1.2.2.1.2. Chromatographie analytique sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une méthode de séparation des composés qui permet
d’analyser la complexité d’un mélange. Cette technique a été utilisée pour visualiser la séparation des

molécules des deux extraits (Abedini, 2013).

Principe : La chromatographie sur couche mince repose sur les phénoménes d’adsorption,
d’interactions et de polarité. Un mélange de composés est placé sur un support solide (phase
stationnaire) plongé dans un solvant (phase mobile) qui se déplace par capillarité le long de la phase
stationnaire. La phase mobile va entrainer les composés qui migreront a une hauteur variant en
fonction de leur affinité pour la phase stationnaire et la phase mobile. On peut ainsi caractériser les

composés selon leur Rf (Abedini, 2013).

A
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Mode opératoire

> A/ Préparation de la phase mobile : La cuve de migration est partiellement remplie du

mélange de solvant (phase mobile) afin qu’elle soit saturée en vapeur d’éluant ce qui facilite

et améliore la migration. La phase mobile est constituée d’un mélange de solvants. Différents

systemes solvants ont été essayés pour définir celui qui donne une meilleure séparation.

Tableau 3 : Les différents systemes solvants utilisés pour la CCM.

Systémes solvants

Proportions

Références

Les systéemes

Méthanol / Eau

(50/50) (v/v)

Acétate

d’éthyle/Méthanol/Eau

(8/211) (viviv)

(Abedini, 2013)

Butanol/Acide

(60/20/20) (VIVIV)

(Botosoa, 2010)

solvants acetique/Eau
Essayés Butanol/Acide (Diallo et al.,
. (60/15/35) (v/viv)
acetique/Eau 2004)
Butanol /
12 ., 201
Ethanol /Eau (12/30/50) (v/viv) | (Jang et al., 2013)
Le systeme Butanol/Acide
.. . (60/20/20) (v/viv) | (Botosoa, 2010)
choisi acetique/Eau

Selon la méthode de Diallo et al., (2004) et Botosoa (2010) avec quelques modifications,

I’analyse des deux extraits du Z. lotus a été réalisée par un systéme de séparation BAW

(Butanol/Acide acétique/Eau) avec des proportions de (60/20/20) (v/viv).

> B/ la phase stationnaire : La chromatographie sur couche mince a été réalisée sur des

plaques pré-étalées de gel de silice sur des plaques en aluminium.

> C/ Le dépbt des échantillons : Les plaques sont découpées aux dimensions voulues. Les

deux extraits ainsi que les standards ont été dissous dans du méthanol. Le dépdt de 10ul de

chaque extrait (20mg/ml) et des standards : Quercétine, Catéchine, Epicatéchine, Naringénine,

Acide Galligue (1.25mg/ml) se fait avec une micro-seringue d’une fagon perpendiculaire et

linéaire, a 1,5cm du bord inférieur de la plaque, et a 1,3cm a partir des bords latéraux, avec

Icm d’espacement, ensuite les plaques sont séchées a 1’étuve a 100°C pendant Smin.
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> D / Développement des plaques : Chaque plagque est déposée en position verticale ou
Iégerement inclinée dans la cuve préalablement saturée par les vapeurs du systéme solvant
approprié€, 1’échantillon a étudier sera plus ou moins entrainé par capillarité de la phase mobile

vers le haut de la plague (chromatographie ascendante) (Sine, 2003).

> E/Révélation du chromatogramme : Les plaques sont bien séchées, si les constituants sont
colorés, ils seront directement visibles sur la plaque, sinon la révélation peut se faire sous UV

ou bien par des méthodes chimiques :

- Soit par visualisation des substances ayant migré sous lumiére ultraviolette a 254nm et a
366nm. Les constituants apparaissent sous forme de taches sombres et fluorescentes.

- Soit par pulvérisation de la plaque avec le réactif d’anisaldéhyde sulfurique
(Ethanol/Aldéhyde anisique/Acide sulfurique (90/1/10) (v/viv/)) qui donne un produit coloré
par réaction chimique avec les substances a révéler apres chauffage a 100°C pendant 5min.

- Soit par plonger la plague dans une solution de DPPH a 2% (m/v) dans le méthanol.

Figure 17 : Plaque CCM dans une cuve a
chromatographie (Mai 2017).

On détermine alors, pour chaque constituant, le Rapport frontal Rf :

Rf = Distance entre l'origine (le dépot)et le centre de la tache du produit
- Distance entre l'origine (le dépét) et le front du solvant

L
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1.2.2.2. Analyse quantitative et dosages biochimiques

Des déterminations quantitatives des principaux groupes de métabolites secondaires : les polyphénols
totaux, les flavonoides et les tanins condensés ont été effectuées sur les deux extraits du Zizyphus
lotus. Le choix du dosage de ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés
biologiques de la plante lui sont attribués (Boizot et al., 2006 ; Wong et al., 2006).

1.2.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT) par colorimétrie

Afin de caractériser les différents extraits préparés a partir des écorces des racines du Z. lotus, un

dosage des polyphénols totaux a été effectué.
» A/ Principe :

Les polyphénols totaux dans les deux extraits ont été determinés par spectrophotométrie selon la
méthode colorimétrique du Folin-Cioclateu (Ragaee et al., 2006 ; Wong et al., 2006 ; Anthony, 2010).
Cet acide de couleur jaune est constitué¢ d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le
réactif de Folin-Cioclateu en un complexe ayant une couleur bleue constitué d’oxyde de tungsténe
Ws023 et de molybdéne MosO3 (Ribéreau, 1968). La coloration produite, dont I'absorption maximale
est a 765nm, est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits (Ghazi et
Sahraoui, 2005 ; Boizot et Charpentier, 2006).

» B/ Mode opératoire :
Dosage :

Les polyphénols totaux (PPT) ont été déterminés, suivant le protocole appliqué par Li et ces collabo-
rateurs en 2007 ; Normala et Mardhiah en 2010 avec quelques modifications : 200ul d’extrait végétal
aqueux ou méthanolique (4mg/ml) ont été pipetés dans un tube a essai, melangé avec 1ml de réactif
de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois dans de I’eau distillée. Aprés 4min, 800ul de carbonate de

sodium (Na2CQ3) avec une concentration de 75g/I sont ajoutés et le mélange a été vortexé.

Aprés une incubation du mélange réactionnel pendant 2 heures de temps a température ambiante et a
I’obscurité, L’absorbance est mesurée a 765nm par un spectrophotométre UV-VIS, toutes les mesures

ayant été répétées 2 fois.

A
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Préparation de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique :

La courbe d’étalonnage est effectuée par I’acide gallique a différentes concentrations (0,25-
200pug/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les resultats sont ainsi
exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par un milligramme poids sec (ug EAG/mg
d’extrait) (Normala et Mardhiah, 2010).

200 pl d’extrait végétal
(Aq/Mét) (4mg/ml)

Ajout de 1ml FCR (1/10)

Incubation pendant 2H a
température ambiante et a
I’obscurité

Lecture a 765nm

Figure 18 : Différentes étapes du dosage des polyphénols totaux (PPT)
des deux extraits aqueux et methanolique.

1.2.2.2.2. Dosage des Flavonoides (FV) par le trichlorure d’aluminium

La détermination de la teneur en flavonoides des deux extraits (Aq et Mét) a été effectuée par la
méthode de trichlorure d’aluminium AICI3 (Bahorum, 1997 ; Djeridane et al., 2006 ; Ayoola et al.,
2008 ; Mbaebie, 2012) avec des modifications : Le chlorure d’aluminium forme des complexes jau-

natres avec les atomes d’oxygene présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides.

Bri¢vement, Iml d’extrait (chaque extrait est dilué dans son solvant d’origine), est ajouté a 1ml
d’AICI3 (Solution méthanolique a 2%). Apres 10min de réaction, 1I’absorbance est lue a 430nm par

un spectrophotométre UV-VIS.

Les concentrations des flavonoides sont exprimées en microgramme d’équivalent de quercétine par

un milligramme d’extrait sec (ug EQ/mg d’extrait).
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1ml d’extrait végétal
(Aq/Mét)

Ajout de 1ml d’AICI3 a

2%

Lecture a 765nm

Figure 19 : Différentes étapes du dosage des flavonoides (FV) des
deux extraits aqueux et méthanolique.

1.2.2.2.3. Dosage des tanins condensés (TCs)

Dans les plantes, les TCs sont présents sous différentes formes : libres ou liés, c’est a dire ceux fixés
aux protéines ou aux fibres de la plante (Schofield et al., 2001). L’existence de ces deux formes rend
le dosage des TCs plus délicat (Brunet, 2008). En général, les TCs sont majoritairement présents sous
forme libre (Terrill et al., 1992). Cependant les conditions de stockage, de séchage et d’extraction des

échantillons peuvent influencer la proportion de TCs liés/libres (Schofield et al., 2001).

Le dosage des tanins condensés dans les deux extraits du Z. lotus est effectué par la vanilline selon la
méthode de Heimler et al., (2006). Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du groupement
aldéhydique de la vanilline sur le groupement flavonoide terminal (le carbone 6 du cycle A de la
catéchine) et la formation d’un complexe rouge qui absorbe a 500nm (Makkar, 2000 ; Schofield et
al., 2001). Cependant cette réaction n’est pas spécifique aux TCs mais de maniére générale aux

flavanols (Hagerman, 2002).

Pour 400pl de I’échantillon ou du standard, on ajoute 3ml d’une solution de vanilline (4% dans le
méthanol (m/v)), et 1,5ml d’acide hydrochlorique concentré. Le mélange est incubé durant 15min et

I’absorbance est lue a 500nm contre un blanc.

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 mil-

ligramme d’extrait (ug ECT/mg d’extrait).

1A
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400pl d’extrait végétal
(Agq/Mét)

Ajout de 3ml de

vanilline a 4%.

Lecture a 500nm

Figure 20 : Différentes étapes du dosage des tanins condensés (TCs)
des deux extraits aqueux et méthanolique.

R
Vanilline Complexe rouge

Figure 21 : La réaction entre la vanilline est les tanins condensés (Schofield et al., 2001).
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I1.1. Activité antimicrobienne

11.1.1. Souches microbiennes expérimentées

+ Staphylococcus aureus : Elle est responsable d'intoxications alimentaires, d'infections
localisées suppurées, et dans certains cas extrémes de septicémies chez des sujets ayant

subi une greffe ou avec une prothése cardiaque (Delphine, 2008).

+ Bacillus subtilis : Largement présente dans la nature, elle fait également partie de la
flore intestinale microbienne, et est généralement sans danger dans les bonnes
conditions de manipulation, et peut étre utilisé sans aucun probleme dans les

laboratoires d’analyse (Danja, 2016).

+« Escherichia coli : Une bactérie caractérisée par une sporulation non facultative
anaérobie, elle se trouve dans l'intestin et les selles des animaux et des reptiles a sangs
chauds et le microbiote intestinal (Tenaillon, 2010). Néanmoins, certaines souches d’E.
coli ont été répertoriées comme pathogeénes pour I’Homme car responsables d’affections
variées allant d’une simple diarrhée a des infections systémiques parfois mortelles
(Duniére et al., 2012).

+ Pseudomonas aeruginosa : C’est I’agent le plus pathogéne courant provoquant une

infection chronique (Pressler, 2011).

Tableau 4 : Quelques critéres des souches bactériennes expérimentées.

Diameétre
Souche Durée Température
Gram | ATCC P aprés 24h &
bactérienne d’incubation | d’incubation
37°C
Staphylococcus
+ 6538 18-24H 36 +1°C > Ilmm
aureus
Bacillus subtilis + 6633 18-24H 36 +1°C > 3mm
Escherichia coli - 8739 18-24H 36+1°C >2mm
Pseudomonas
) - 9027 18-24H 36 +1°C >2mm
aeruginosa
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11.1.2. Test antimicrobien

Le test de susceptibilité a été effectué selon la méthode de diffusion des disques décrite par
(Dulger et Gonuz, 2004 ; Parekh et Chanda, 2007 ; Rota et al, 2008) et autres.

L’Objectif de ce test est de déterminer parmi les extraits préparés celui qui a la plus grande

activité inhibitrice des bactéries a Gram-positif et a Gram-negatif.

L’activité antimicrobienne des extraits Mét et Aq était testée in vitro par la méthode de diffusion
des disques en milieu solide (Osato, 2009 ; Liao., et al 2010). Cette méthode a exactement le
méme principe que celui des tests d’antibiogramme. C'est-a-dire, 1’application de disques
imprégnés de principes actifs sur des milieux de culture ensemences de microorganismes. La
présence de I’activité antimicrobienne, se manifeste par I’apparition d’une zone circulaire
transparente autour du disque qui correspond a 1’absence de la croissance. Plus le diamétre de

cette zone est grand, plus la souche est sensible.
Mode opératoire
e Préparation de ’inoculum :

Cultiver les quatre souches bactériennes séparément dans des boites de pétri contenant un
milieu de TSA (milieu gélosé de peptone de caséine et de soja) a une température comprise
entre 30-37°C pendant une durée d’incubation appropriée pour chaque souche, entre 24-48H
pour E. coli et S. aureus, 3-5 jours pour B. subtillis et P. aeroginosa. Transférer avec une anse
de platine des colonies bien isolées dans des tubes stérile contenant un bouillon non sélectif

TSE (solution tampon peptonée au chlorure de sodium a pH 7,00).

La lecture de la suspension se fait a 1’aide un densichek pour avoir une turbidité voisine a
0,5McFarland, qui correspond a une concentration de 108 UFC/ml. Ajuster la suspension en
ajoutant du TSE si la valeur est supérieure a la limite minimale ou en ajoutant des colonies si

elle est inférieure a la limite maximale.

L’inoculum doit étre utilisé dans les 15min qui suivent sa préparation a la température ambiante,

ou dans les deux heures s’il est conservé entre 2 et 8°C (Pharmacopée Européenne 8.0).
e Préparation du milieu de culture :

Le milieu de culture peut étre constitué de deux couches :
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Couler une premiére couche de 2mm d'épaisseur (15 a 20ml) répartie uniformément dans des
boites et laisser solidifier. Ensemencer un volume de 100ml de milieu MH avec 1ml de
suspension bactérienne préalablement préparer et bien mélanger, puis couler une deuxiéme
couche d’environ 4ml de milieu ensemencé en une couche uniforme et lisse, puis laisser

solidifier environ 30min avant leur emploi (Pharmacopée Européenne 8.0).
e Préparation des dilutions :

Les extraits ainsi que I’antibiotique sont préparés a différentes concentrations, on a une solution
meére de 6mg/ml a partir de laquelle on fait des dilutions : 4,5mg/ml ; 3mg/ml ; 2mg/ml et
Img/ml qui sont dissoutes dans le DMSO pour I’extrait méthanolique, et dans de I’eau distillée

stérile pour 1’extrait aqueux.

L’antibiotique « Spiramycine » a été préparé dans les mémes conditions, la solution meére est
de 0,1mg/ml et les dilutions : 0,075mg/ml ; 0,05mg/ml ; 0,025mg/ml ; 0,012mg/ml et
0,005mg/ml dissoutes également dans le DMSO.

e Préparation des disques :

Des disques (patchs) de 6mm de diametre ont été découpés sur du papier Wattman n°1 puis
autoclavés a 120°C pendant 15min. A ’aide d’une pince stérile et sous une hote bien propre et
stérilisée, les disques ont été déposés sur la surface du milieu ensemencé, et rapidement a 1’aide
d’une micropipette les disques sont chargés par 10ul de chaque concentration préparée

précédemment.
e Incubation :

L’incubation se fait a 37°C pendant 18-24H (Osato, 2009 modifier) et (Choi et al., 2006). Une
période de diffusion de 1-4H a température ambiante peut étre nécessaire afin de réduire les
effets dus au décalage de temps entre I’application des solutions sur les disques (Pharmacopée

européenne 8.0). Les tests doivent étre répétés trois fois.
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11.2. Activité antioxydante

11.2.1. Teste du pouvoir réducteur du fer par la méthode de FRAP (Ferric
Reducing-Antioxidant power)
e Principe

Le pouvoir réducteur du fer (Fe3*) dans les deux extraits a été déterminé selon la méthode

décrite par Oyaiz en 1986 et Bougandoura en 2013 (modifiées).

La méthode de la réduction du fer est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe3*) en sel de fer

ferreux (Fe?*) par les antioxydants qui donnent la couleur bleu (Ou et al., 2001).

FeCl3
K3Fe (CN)s (Fe3*) + Composé phénolique (OH) ———— Composé phénolique-(Fe?*)

Complexe Bleu

e Dosage

Un millilitre de chaque extrait (Aq et Mét) a différentes concentrations (de 0,5 a 10mg/ml) est
mélangé avec 2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution
de ferricyanure de potassium K3Fe (CN)s a 1%. L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C
pendant 20min. Ensuite, 2,5ml d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la
réaction. 2,5ml du mélange est combinée avec 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml d’une solution

aqueuse de FeCls a 0,1%.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700nm contre un blanc semblablement
préparé, en remplacant ’extrait par de 1’eau distillée qui permet de calibrer 1’appareil

(spectrophotomeétre UV-VIS).

Le contrle positif est représenté par un standard d’un antioxydant : I’acide ascorbique et I’acide
gallique dont I’absorbance a ét¢ mesurée dans les mémes conditions que les échantillons. Une
augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits

testés (Singleton et Rossi, 1965 ; Ghaisas et al., 2008).
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I.1. Extraction a partir des écorces des racines du Zizyphus lotus

1.1.1. Extrait aqueux et méthanolique

Selon la méthode de Bougandoura et Bendimerad (2012) modifiée, les deux extraits (Aq et
Mét) ont été préparés a partir des écorces des racines du Zizyphus lotus. C’est une méthode
d’extraction par macération dans des solvants polaires : I’eau et le méthanol. Les extraits obte-

nus sont de couleur et d’aspect différents.

Tableau 5 : La couleur et 1’aspect des deux extraits méthanolique et aqueux des écorces des
racines de Zizyphus lotus.

Extrait Aspect Couleur
Aqueux Poudre Marron clair
Méthanolique Pateux Marron foncé

} A, ! ,ﬁ g R
Figure 22 : L’extrait aqueux apres Figure 23 : L’extrait méthanolique aprés
lyophilisation. évaporation sous vide.

1.1.2. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est exprimé en gramme de masse d’extrait par rapport a cent gramme
de la plante fraiche (Mahmoudi et al., 2012 modifier), le rendement le plus élevé a été observé

dans I’extrait méthanolique, par rapport a ’extrait aqueux qui est moins ¢levé.

: V
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Tableau 6 : Le rendement des deux extraits aqueux et méthanolique des écorces des racines
du Zizyphus lotus (g/100g de plante fraiche).

_ Rendement
Extrait (9/100g de plante fraiche)
Aqueux 8,2794 g/100g.
Méthanolique 21,86699/100g.

Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que les con-
ditions dans lesquelles I’extraction est effectuée (a chaud ou a froid), affectent tous le contenu
total en métabolites secondaires, et par conséquent affecte les activités biologiques médiées par
ces métabolites (Lee et al., 2003).

1.2. Analyse des deux extraits du Zizyphus lotus
1.2.1. Analyse qualitative

1.2.1.1. Tests préliminaires

Les résultats de la mise en évidence de quelques métabolites secondaires dans les deux extraits
aqueux et méthanolique : des polyphénols, des flavonoides, des tanins et des saponines se tra-

duisent dans le tableau ci-dessous :

Tableau 7 : Résultats des tests préliminaires de quelques métabolites secondaires de 1’extrait
aqueux du Zizyphus lotus.

Meétabolites testés Remarques Résultats
Composés phéno-
: Couleur bleu verdatre +++
liques
Flavonoides Couleur orange foncé ++

_ Hauteur de la mousse =

Saponines 156m +++
Tanins Couleur bleu verdatre +++
Tanins condenseés Formation de précipité ++
Tanins hydrolysables | Couleur bleu- noire -

—Absence, + Présence, +++ présence plus importante.
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Tableau 8 : Résultats des tests préliminaires de quelques métabolites secondaires de 1’extrait
méthanolique du Zizyphus lotus.

Metabolites testés Remarques Résultats
Composés phéno-
) Couleur bleu verdatre +++
liques
Flavonoides Couleur orange foncé ++
Saponines / /
Tanins Couleur bleu verdatre +++
Tanins condenseés Formation de précipité ++
Tanins hydrolysables | Couleur bleu- noire -

-Absence, + Présence, +++ présence plus importante.

La macération par deux solvants différents a polarité voisine, permet de séparer les composants
qui se trouvent dans les écorces des racines de notre plante, selon leur degré de solubilité dans
le solvant approprié. Cette méthode d’extraction menée a température ambiante, permet d’ex-
traire le maximum des composants bioactifs et de prévenir leur dénaturation ou modification
probable, dont la température élevée provoque 1’inactivation des composés phénoliques (Ha-

german et al., 2000).

Les essais phytochimiques réalisés sur les deux extraits (Aq et Mét) ont réveélé la présence des
flavonoides de type flavones caractérisés par une couleur oronge. L’apparition de la couleur
bleu-verdatre refléte la présence des composés phénoliques et des tanins condensés dans les
deux extraits via le test de FeCls.

Pour la séparation entre les deux types des tanins (tanins condensés et tanins hydrolysables), un
test par le réactif de Stiasny a éeté réalisé, dont les résultats confirment la présence des tanins
condensés par formation d’un précipité, et le manque des tanins hydrolysables par absence de

la couleur bleu-noiratre dans les deux extraits.

La présence d’une mousse avec une hauteur supérieur a 1cm (1,5) qui persiste méme aprés une

demie heure, indique une présence assez importante des saponines dans la plante.

Tous ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Borgi et ces collaborateurs en 2007, ou
I’étude phytochimique faite sur les extraits aqueux et méthanolique des écorces des racines, a
donné des résultats positifs pour les composés phénoliques, les flavonoides, les tanins et les

saponines (dans 1’extrait Aq), et des résultats négatifs pour les tannins hydrolysables.
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1.2.1.2. Chromatographie analytique sur couche mince

Pour avoir une empreinte polyphénoliques de nos deux extraits, une chromatographie analy-
tique sur couche mince a été réalisée en utilisant un systéme solvant moyennement polaire
(BAW) Butanol/Acide acétique/Eau (60/20/20) (v/viv) selon Botosoa (2010). Sous lumiére UV
a 254nm et a 366nm, et aprés une révélation chimique par I’anisaldehyde sulfurique, et le
DPPH, les différentes taches de produits qui se présentent sur les chromatogrammes ont été
délimitées. Les standards utilisés sont des composés phénoliques : la Naringénine (Nrg), la
quercétine (Que), la catéchine (Cat) et I’épicatéchine (Epcat) qui sont des flavonoides, et I’acide

gallique (Ag) qui est un acide phénolique.

A/ Révélétion physique a 366nm et a 254nm, et chimique par I’anisaldehyde sulfurique :

Révélation sous Révélation sous Révélation par
UV a 366nm. UV a 254nm. ’anisaldéhyde sulfurique.

Figure 24 : Chromatographie sur couche mince des extraits méthanolique et aqueux des écorces
des racines du Zizyphus lotus révéler sous UV a 366nm et 254nm, et par 1’anisaldéhyde sulfurique
(de gauche a droite : E.Aq; E.Mét; Ag; Que; Cat; Epcat; Nrg).

Une mesure des Rapports fronteaux a été effectuée et se présente dans le tableau ci-dessous :

A - I - - ,
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Tableau 9 : Les Rapports frontaux et les couleurs apres révélation physique (366nm/254nm),

et chimique par I’anisaldéhyde sulfurique.

Couleur apres révélation
Spot colore Spot coloré Spot coloré par
Standard et Extrait Rf sous UV a sous UV a I’anisaldéhyde
366 nm 254 nm sulfurique
Acide Gallique 0,714 Trop sombre Sombre Orange
Quercétine 0,717 Jaune Trop sombre Jaune
Naringenine 0,550 Sombre Sombre Marron
Catéchine 0,705 Sombre Sombre Orange
Epicatéchine 0,698 Sombre Sombre Orange
Bleu fluores-
0,309 Peu sombre Vert
cent
0,373 / / Bleu-verdatre
0,415 / / Bleu-verdatre
Extrait Aqueux 0,471 / / Bleu-verdatre
Vert fluores-
0,552 / Marron
cent
Vert fluores- / /
0,696
cent
0,312 / Peu sombre Vert
0,375 / / Bleu-verdatre
0,423 / / Bleu-verdatre
0,472 / / Bleu-verdatre
Bleu fluores-
Extrait Méthanolique | 0,548 cent / Marron
0,695 / / Marron
Bleu fluores-
0,716 / /
cent
Bleu fluores-
0,763 Sombre Bleu-violet
cent
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Aprés révélation physique et chimique par I’anisaldéhyde du 1¥" chromatogramme, deux taches
sont détectées pour I’extrait Aq : la naringénine (0,552) et I’épicatéchine (0,696), et trois taches
pour I’extrait Mét : la quercitrine (0,716), 1’épicatéchine (0,695) et la naringénine (0,548).

Les couleurs des spots et leurs Rf, nous ont permis de révéler la présence des flavonoides de

types flavonols (quercétine, catéchine et épicatéchine), et de type flavanone (naringénine).

B / Révélation chimique et physique (254nm) par le DPPH :

gl

T O |
Révélation sous Révélation par le
UV a254nm. DPPH.

Figure 25 : Chromatographie sur couche mince des extraits méthanolique et aqueux des
écorces des racines du Zizyphus lotus révéler par le DPPH et sous UV a 254nm (de gauche a
droite E.Aq ; E.Mét).

Aprés révélation chimique du 2°™ chromatogramme par le DPPH, on remarque la disparition
de la couleur violette de ce dernier et I’apparition de la couleur jaune fluorescente, ce qui in-

digue la présence des composés phénolique (composés bioactifs).

Diphenylpicrylhydrazyl + Antioxydant-OH — Diphenylpicrylhydrazine + Antioxydant-O.

Complexe violet
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254nm par le DPPH.

Tableau 10 : Les Rapports frontaux et les couleurs aprés révélation chimique et physique a

Couleur apres révélation
Spot coloré
Les Extrait Rf sous UV & Spot coloreé par le
254nM. DPPH.
0,287 Sombre Jaune fluorescent
0,328 Peu sombre Jaune fluorescent
0,412 Peu sombre Jaune fluorescent
0,458 Peu sombre Jaune fluorescent
Extrait aqueux 0,694 Peu sombre Jaune fluorescent
0,751 Peu sombre Jaune fluorescent
0,809 Peu sombre Jaune fluorescent
0,893 Peu sombre Jaune fluorescent
0,228 Peu sombre Jaune fluorescent
0,458 Sombre Jaune fluorescent
0,694 Peu sombre Jaune fluorescent
Extrait methanolique 0,751 Peu sombre Jaune fluorescent
0,809 Peu sombre Jaune fluorescent
0,893 Sombre Jaune fluorescent

1.2.2. Analyse quantitative et dosages biochimiques

Un dosage des polyphénols totaux, des flavonoides ainsi que des tanins condensés a été effectué
afin de caractériser la teneur des extraits aqueux et méthanolique prépares a partir des écorces

des racines du Zizyphus lotus.

Le contenu en polyphénols totaux a été détermine par la méthode du Folin ciocalteu (Ragaee et
al., 2006 ; Wong et al., 2006 ; Anthony, 2010), ou I’acide gallique a été utilisé comme standard
(765nm). Pour les flavonoides, le dosage a été réalisé selon la méthode du trichlorure d’alumi-

nium (Bahorum, 1997 ; Djeridane et al., 2006 ; Ayoola et al., 2008 ; Mbaebie, 2012), en utilisant
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la quercétine comme standard (430nm). Les tanins condensés ont été quantifiés selon la mé-

thode de Heimler et ses assistants en 2006 par la vanilline en utilisant la catéchine comme stan-

dard (500nm).

Les résultats sont représentés dans le (tableau : 11), les diagrammes, et les gammes d’étalon-

nage dans les (figures : 26 ; 27 ; 28 ; 29 ; 30).

Tableau 11 : La teneur en composés phénoliques des deux extraits agueux et méthanolique.

Extrait Polyphénols (a) Tannins(b) Flavonoides(c)
Extrait aqueux 39,9667+2,5554 14,5105 + 2.755 4,3719 + 0,9226
Extrait méthanolique | 26,989 + 2,0168 21,9233 +1,5739 3,2608 £ 1,3140

(a) ng d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait.

(b) ug d’équivalent de catéchine par milligramme d’extrait.

(c) ng d’équivalent de quercitrine par milligramme d’extrait.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD.

ug/Eq Standard/mg

504

Figure 26 : La teneur en polyphénols, en tanins et en flavonoides (g/Eq Standard/mg)
dans I’extrait aqueux.
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40-

ng/Eq Standard/mg

Figure 27 : La teneur en polyphénols, en tanins et en flavonoides (g/Eq
Standard/mg) dans 1’extrait méthanolique.

Les résultats obtenus montrent une présence des polyphénols totaux, des flavonoides et des
tanins condensés dans les extraits étudiés, et d’apres ces résultats, une variabilité des teneurs en
est constatée : celle des polyphénols est plus élevée pour 1’extrait aqueux (39,966 EAG/mg *
2,555) et plus faible pour I’extrait méthanolique (26,989 EAG/mg + 2,016), par contre celle des
tanins condensés est plus élevée pour I’extrait méthanolique (21,923 ECT/mg + 1,573) que pour
I’extrait aqueux (14,510 ECT/mg £ 2,755), et enfin les flavonoides ont montré des valeurs
voisines (4,371 EQ/mg + 0,922) avec I’extrait aqueux et (3,260 EQ/mg + 1,314) avec I’extrait

méthanolique.

Donc, on peut dire qu’il y a une différence trés hautement significative pour les polyphénols
dans les deux extraits (p < 0,0007), et une différence significative pour les tanins dans les deux

extraits (p < 0,0055), par contre pour les flavonoides, il n’y a pas de différence (p < 0,1778).

En effet, les teneurs rapportées par Bakchiche et al., en 2013 sur le dosage des composeés phé-
noliques dans d’autres parties du Zizyphus lotus, ont démontrés que les ecorces des racines

apparaissent plus riches en polyphénols.
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Ces variations peuvent s’expliquer par le fait que la quantité des composés phénoliques des
extraits de la plante étudiée dépend essentiellement : de son origine (Ebrahimzadeh et al, 2008),
de la variété, de la saison de culture, de la saison de récolte, des conditions climatiques et envi-
ronnementales, de la localisation géographique, des différentes maladies qui peuvent affecter
la plante, de la maturité de la plante (Park et Cha, 2003) et de la durée de conservation (izgiiven
et al, 1998).
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Figure 28 : Droite d’étalonnage de 1’acide gallique (moyenne = SD de deux essais).
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Figure 29 : Droite d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de deux essais).
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L'absorbance a 500nm

Figure 30 : Droite d’étalonnage de la catéchine (moyenne + SD de deux essais).
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11.1. Activité antimicrobienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien de nos deux extraits préparés a partir des
écorces des racines du Zizyphus lotus par la méthode de diffusion des disques sur un milieu

gélosé solide (Muller Hinton).

Cette activité est estimée en termes de diamétre de la zone d'inhibition de la croissance micro-
bienne autour des disques contenant les échantillons a tester (E.Aq, E.Mét et ATB) vis-a-vis de
deux souches bactériennes Gram positives (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) et deux
autres Gram négatives (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) apres 24H d'incubation a
une température adéquate de 37°C. Les résultats qui se présentent ci-apres montrent que les
extraits ont des activités antimicrobiennes de degrés variables contre les souches des différents

micro-organismes testés.

La lecture des zones d’inhibition se fait au dos des géloses sur un fond noir éclairé par une
lumiere réfléchie, puis la mesure les diametres d’inhibition en millimétre se fait au moyen d’un

pied a coulisse.
Les résultats conquis se présentent dans les figures et les tableaux qui suivent :

11.1.1 Les résultats de ’extrait méthanolique

Figure 31 : Photo représentative des zones d'inhibition (mm)
de I’extrait méthanolique sur Staphylococcus aureus.
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Figure 32 : Photo représentative des zones d'inhibition (mm)
de I’extrait méthanolique sur Escerichia coli.

Figure 33 : Photo représentative des zones d'inhibition (mm)
de I’extrait méthanolique sur Pseudomonas aeruginosa.

Figure 34: Photo représentative des zones d'inhibition (mm)
de I’extrait méthanolique sur Bacillus subtilis.
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Tableau 12 : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne (mm) obtenus
par différentes concentrations dans I’extrait méthanolique.

Concentration | Staphylococcus Escherichia Pseudomonas Bacillus
(mg/ml) aureus coli aeruginosa subtilis
1 8,33+ 0,07 7,33+£0,14 0,00 0,00
2 8,70 £ 0,07 7,70 £ 0,07 0,00 0,00
3 9,36 £ 0,20 8,16 = 0,00 7,26 £ 0,35 0,78 £ 0,00
4,5 10,10 + 0,30 8,50 +0,21 7,70 0,28 0,83 0,07
6 10,80 + 0,80 9,00 £ 0,00 8,30 £ 0,07 0,88 +0,14

I1.1.2 Les résultats de I’extrait aqueux

Figure 35 : Photo représentative des zones d'inhibition (mm)
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Figure 36 : Photo représentative des zones d'inhibition (mm)
de I’extrait aqueux sur Escerichia coli.

Figure 37 : Photo représentative des zones d'inhibition (mm)
de I’extrait aqueux sur Pseudomonas aeruginosa.

Figure 38 : Photo représentative des zones d'inhibition (mm)
de I’extrait aqueux sur Bacillus subtilis.

3¢me partie : Résultats et Discussion

51



Chapitre Il : Etude des Activités Biologiques

Tableau 13 : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne (mm) obtenus
par différentes concentrations dans I’extrait aqueux.

Concentration | Staphylococcus Escherichia Pseudomonas Bacillus
(mg/ml) aureus coli aeruginosa subtilis
1 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00
45 6,36 = 0,07 7,06 = 0,00 0,00 6,46 =+ 0,07
6 6,96 = 0,00 7,60 £ 0,20 0,00 7,23 +£0,07

Les résultats récoltés a partir des deux extraits (Aq et Mét) ont été comparés a ceux d’un

antibiotique (la Spiramycine) :

I1.1.3 Les résultats de I’antibiotique

Figure 39 : Photo représentative des zones d'inhibition (mm)
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Figure 40 : Photo représentative des zones d'inhibition (mm)
de I’antibiotique sur Escerichia coli.

Figure 41 : Photo représentative des zones d'inhibition (mm)
de I’antibiotique sur Pseudomonas aeruginosa.

Figure 42 : Photo représentative des zones d'inhibition (mm)
de I’antibiotique sur Bacillus subtilis.
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Tableau 14 : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne (mm) obtenus
par différentes concentrations dans I’antibiotique.

Concentration | Staphylococcus Escherichia Pseudomonas Bacillus

(mg/ml) aureus coli aeruginosa subtilis
0,0125 8,23 £ 0,07 0,00 0,00 12,56 + 0,00
0,025 9,03 £ 0,07 0,00 0,00 15,03 £ 0,14
0,050 10,60 + 0,14 0,00 0,00 16,16 + 0,07
0,075 13,10 + 0,07 0,00 0,00 18,46 + 0,07
0,100 18,26 + 0,21 0,00 0,00 20,30 + 0,00

Les plantes contiennent de nombreux composés dotés d’une action antimicrobienne, ces cons-
tituants comprennent les composés phénoliques, les flavonoides...etc. (Rojas et al., 1992), le

pouvoir antimicrobien des extraits de plante est tributaire de leurs compositions biochimiques.
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Figure 43 : Les différents diamétres d’inhibition des extraits sur les quatre souches bactériennes testés.
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Les deux extraits se révelent actifs avec un degré différent, et cela est lié a la présence des
substances actifs (polyphénols E.Aq 39,966 + 2,555, E.Mét 26,989 + 2,016), ce qui est confirmé
par (Aziz et al., 1998) qui a démontré que 1’activité antibactérienne du Zizyphus lotus semble
étre médiée par la teneur en composées phénoliques. D’autres études sur les alcaloides ont
montré qu’un alcaloide de cette espéce présente une activité antimicrobienne significative
(Ghedira., 1995).

D’aprés nos résultats, on observe que les grandes zones d’inhibition apparaissent avec 1’extrait
méthanolique sur Staphylococcus aureus (8,33-10,80mm) et Esherichia coli (7,33-9,00mm), et
pour les deux autres souches Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis, les zones d’inhibi-
tion n’apparaissent qu’aux concentrations de 3 ; 4,5 et bmg/ml. Pour I’extrait aqueux, il y a une
inhibition uniquement aux fortes concentrations (4,5 et 6mg/ml) contre trois souches bacté-
riennes : Staphylococcus aureus, Esherichia coli et Bacillus subtilis (une faible activité), et
Pseudomonas aeruginosa montre un résultat négatif (pas d’inhibition), ce qui confirme le
spectre étroit de I’activité de cet extrait. Donc il y a une activité antimicrobienne a concentration

dépendante dans les deux extraits avec une différence hautement significative (p < 0,0013).

Il en ressort de cette analyse que chaque composeé agit différemment sur les microorganismes.
C'est-a-dire, qu’un composé peut avoir une action tres importante sur un germe (la sensibilité
de Staphylococcus aureus et d’Escherichia coli avec 1’extrait méthanolique) ou une action
moindre, voire méme nulle sur un autre (la résistance de Pseudomonas aeruginosa avec 1’extrait

aqueux).

12- R’ =0,9980
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Figure 44 : Les diamétres d’inhibitions obtenues par I’extrait
méthanolique contre Staphylococcus aureus.
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L’effet inhibiteur le plus puissant est obtenu par 1’extrait méthanolique avec Staphylococcus

aureus (Gram+), ou la grande zone d’inhibition est de 10,80mm avec une concentration de

6mg/ml. De ce fait, on peut dire qu’il y a une corrélation trés hautement significative entre la

concentration et le diameétre d’inhibition (p < 0.0001).

Il apparait que Staphylococcus aureus (Gram+) est la bactérie la plus sensible par comparaison
avec les autres souches (Gram-), ceci peut étre attribué a la différence de la structure entre les
bactéries a Gram positives et ceux a Gram négatives. La paroi cellulaire des bactéries a Gram
positives est constituée d’une seule couche, alors que la paroi cellulaire des bactéries a Gram
négatives a une structure multicouche liée par une membrane cellulaire externe (Ali-Shtayeh et
al., 1998).

Gram-positive bacteria Gram-negative bacteria
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acid  protein acid (LPS) surface protein
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Figure 45 : La différence entre les parois bactéries a Gram+ et des bactéries a Gam- [Site7].
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Les zones d’inhibition obtenue par 1’antibiotique (Spiramycine) sont seulement apparues avec

S. aureus et B. subtilis (Gram+), avec des diametres différents.

Les résultats obtenus par I’antibiotique avec Staphylococcus aureus sont presque les mémes
obtenus par 1’extrait métanolique, mais avec des concentrations plus grandes. A une concentra-
tion de 0,0125mg/ml d’antibiotique, nous avons obtenu une zone d’inhibition de 8,23mm +
0,07, et presque le méme diametre apparait avec I'extrait méthanolique : 8,33mm £ 0,07 a une

concentration de 1mg/ml.

L’activité antimicrobienne de I’antibiotique est toujours plus supérieure méme a de faibles con-
centrations par rapport a I’extrait méthanolique et aqueux (2 fois plus par rapport a I’E.Mét et

3 fois plus par rapport a I’E.Aq) qui se présentent a des concentrations plus importantes.

L'activité antibactérienne peut étre expliquée par le mécanisme de toxicité vis-a-vis des mi-
croorganismes, qui se fait soit par des interactions non spécifiques telles que I'établissement des
ponts hydrogénes avec les protéines des parois cellulaires ou les enzymes, soit par la chélation
des ions métalliques (tels que le fer) et I’emprisonnement des substances nécessaires a la crois-

sance des bactéries (Karou et al, 2005).
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I1.1. Activité antioxydante

L’activité antioxydante des deux extraits méthanolique et aqueux de Zizyphus lotus a été
évaluée in vitro selon la méthode de FRAP. Cette derniere est un essai simple, rapide et
reproductible (Benzie et Strain, 1996). Il est universel et peut étre appliqué aussi bien chez les

plantes que les plasmas, et dans les extraits organiques et aqueux (Li et al., 2008)

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe*3 présent
dans le complexe ferrocyanure de potassium en (Fe*?). La réaction est révélée par le virement
de couleur jaune du fer ferrique (Fe*®) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe*?), l'intensité de

cette coloration est mesuree par spectrophotométre UV-VIS a 700nm (Chung et al., 2002).

En d’autres termes, le systéme FeCla/K3Fe(CN)s confére a la méthode la sensibilité pour la
détermination « semi-quantitative » des concentrations des polyphénols, qui participent a la

réaction Redox (Amarowicz et al., 2004).

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

différence hautement significative (p < 0,0035)

11.2.1 Les résultats des deux extraits

Tableau 15 : La réduction du fer des deux extraits.

[C] (mg/ml) | D.O Extrait aqueux | D.O Extrait méthanolique
0,50 0,275 0,106
1,25 0,444 0,244
2,50 0,589 0,452
5,00 0,983 0,808
7,50 1,563 1,098
9,00 1,875 1,178
10,00 1,550 0,927
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Figure 46 : L’évolution de la réduction du fer des deux extraits.

Le pouvoir réducteur des extraits du Zizyphus lotus est probablement di a la présence des
groupements hydroxyles dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneurs
d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considéres comme réducteurs et inactivateurs

des oxydants (Siddhuraju et Becker, 2007).

L’extrait méthanolique se révele moins actif que 1’extrait aqueux, ces résultats peuvent étre
expliqué par larichesse de ce dernier en polyphénols (39,9667 + 2,5554) et en flavonoides (4,3719
+ 0,9226) comparé a 1’extrait méthanolique (polyphénols 26,989 + 2,0168 et flavonoides 3,2608
+ 1,3140). Ces mémes résultats sont aussi confirmés par la CCM au cours de la révélation
chimique par le DPPH, ou on peut observer la disparition de la couleur violette du DPPH et
I’apparition d’une couleur jaune fluorescente sur un fond violet pour les deux extraits, sachant
qu’il y a plus de molécules et plus de couleur dans I’extrait aqueux que méthanolique, cette
couleur pourrait s’expliquer par la présence des substances qui disposent d’une activité

antioxydante importante.

L’activité antioxydante des deux extraits de la plante étudier, est une activité a concentration

dépendante avec une corrélation tres hautement significative (p <0.0001).
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Le contrdle positif est représenté par des solutions de deux antioxydants standards : I'acide
ascorbique et I’acide gallique dont 1'absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que

les échantillons.

11.2.1 Les résultats des deux standards

Tableau 16 : La réduction du fer des deux standards.

[C] (mg/ml) | D.O Acide Gallique | D.O Acide Ascorbique
0.005 0,114 0,038
0.012 0,326 0,113
0.025 0,640 0,261
0.05 0,965 0,448
0.075 1,211 0,638
0.09 1,660 0,626
0.1 1,873 0,647
R?=0,990
R?=0,973
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Figure 47 : L’évolution de la réduction du fer des deux standards.
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D’apres le profil de la figure présentée ci-dessus, il est évident que les deux standards exercent

une activité antioxydante mais avec une différence trés hautement significative (p < 0,0001).

L’acide gallique présente une activité plus forte que 1’acide ascorbique, ces résultats sont en
accord avec les travaux de Alothmane et al., en 2009, qui ont montré que les composés phéno-
liques et principalement les flavonoides des différentes sources botaniques, agissent comme

puissant antioxydants encore plus que la vitamine C (Acide ascorbique).

L’activité antioxydante des deux standards a des faibles concentrations est toujours plus supé-
rieure par rapport a I’extrait méthanolique et 1’extrait aqueux qui se présentent a des concentra-

tions plus importantes.
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‘Algérie dispose d’une diversité floristique exceptionnelle, plusieurs espéces sont utilisées
en pharmacopee traditionnelle comme reméde pour soigner les différentes maladies et les
infections.

L’étude des activités biologiques in vitro des deux extraits méthanolique et aqueux des écorces
des racines du Zizyphus lotus, nous a permis d’extraire des résultats curieux.

Les analyses qualitatives effectuées ont mis en évidence la présence des composés phénoliques,
des flavonoides, des tanins et des saponines dans ces extraits, et la chromatographie sur couche
mince analytique sur gel de silice, a démontré aprés révélation physique et chimique la présence
d’une multitude de variétés de composés phénoliques : la quercitrine, I’épicatéchine et la
naringénine dans I’extrait méthanolique, 1’épicatéchine et la naringénine dans 1’extrait aqueux.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des phénols totaux en adoptant la méthode de Folin
ciocalteu révele que nos deux extraits contiennent principalement des polyphénols a des
concentrations dominantes. De méme nous avons dosé les tanins par la méthode de la vanilline, et
les flavonoides par la méthode d’AICI3 se qui nous méne a remarquer leur présence dans les deux
extraits en proportions différentes.

I1 ressort de ces analyses que 1’extrait aqueux est le plus riche en polyphénols et flavonoides, par
contre, 1’extrait méthanolique est le plus riche en tanins.

La technique utilisée pour étudier 1’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique et aqueux est
la méthode de FRAP qui a révélé que les deux extraits ont une activité antioxydante différentes,
sachant que 1’extrait aqueux est le plus actif. Ces mémes résultats sont obtenus par la révélation
chimique par le DPPH.

Le test de ’activité antimicrobienne des extraits, par la méthode de diffusion en milieu gélosé, a
montré que les deux extraits testés sont actifs vis-a-vis de certaines souches bactériennes.
Cependant, il est a noter que les bactéries les plus sensibles aux composés actifs étaient du genre
Staphylococcus et Escherichia.

Les plantes ont évolué au fil du temps et montrent une bonne résistance contre l'invasion
bactérienne. Elles constituent une source potentielle pour renforcer la lutte de I'homme contre les
bactéries de plus en plus résistantes aux antibiotiques, ce qui constitue un probleme majeur de
santé publique.

En fin, I’ensemble de ces résultats obtenus in-Vitro ne constitue qu’une petite partie dela recherche
des substances et sources naturelles biologiquement actives, nous envisageons comme perspective
d’utiliser des méthodes modernes pour I’extraction des principes actifs, et de valoriser leur
présence par des techniques précises comme la CPG-SM, la RMN et I’THPLC.
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Etude phytochimique et biologique des extraits aqueux et méthanolique des écorces
des racines du Zizyphus lotus (L).
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Résumé :

Les extraits naturels issus des végétaux contiennent une variété de molécules biologiquement actives. Dans ce
contexte nous avons tenté d’évaluer I’activité antimicrobienne et antioxydante des différents extraits préparés a
partir des écorces des racines du Zizyphus lotus, ces extraits ont été obtenus par macération dans deux solvants
polaires : I’eau et le méthanol. Les rendements respectifs sont : 8,27949/100g de poudre, 21,86699/100g de poudre.

L’analyse qualitative de ces extraits par les tests préliminaires et la CCM a révélé la présence des composés phé-
noliques, des tanins, des flavonoides et des saponines dans les deux extraits, ceci est confirmé par une analyse
quantitative basée sur le dosage des composes phénoliques, des tanins, et des flavonoides dont les valeurs sont :
pour les composés phénoliques (26,989 + 2,0168ug EAG/mg d’extrait) , les tanins (21,9233 + 1,5739ug ECT/mg
d’extrait) et les flavonoides (3,2608 + 1,3140pug EQ/mg d’extrait) dans 1’extrait méthanolique, et (39,9667+
2,5554pg EAG/mg d’extrait), (14,5105 + 2,755ug ECT/mg d’extrait), (4,3719 + 0,9226pg EQ/mg d’extrait) res-
pectivement dans 1’extrait aqueux.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne des différents extraits a révélé une puissante activité de I’extrait métha-
nolique contre Staphylococcus aureus, dont la zone d’inhibition la plus grande est de 10,80 + 0,80mm, par compa-
raison avec les autres souches bactériennes testées. Par contre I’extrait aqueux est révélé moins actif.

L’activité antioxydante a été établie par la méthode de FRAP in vitro, les résultats obtenus démontrent la présence
des principes actifs antioxydants dans les deux extraits avec des proportions différentes.

Mots clés : Zizyphus lotus, composés phénoligques, flavonoides, tanins, activité antimicrobienne, Staphylococcus
aureus, activité antioxydante, FRAP.
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