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Résumé

Ziziphus lotus est connue en Algérie sous plusieurs noms (Sidr ou le nebek), cette
plante a depuis toujours été utilisée en médecine traditionnelle, pour traiter plusieurs

maladies respiratoires, digestives et méme la glycémie.

Au titre de ce mémoire, on a voulu connaitre son activité contre les micro-
organismes, en étudiant les différentes parties de la plante (Les feuilles, les fruits et les
racines), en évaluant des études scientifiques antérieures avec différentes expériences et

méthodes.

La majorité des expériences ont montré que divers extraits avaient un effet contre les
micro-organismes, avec des intensités différentes, et cela die a la quantité qu'ils
contiennent sur les tanins et les flavonoides, en plus de la méthode d'extraction et de la

qualité de I'extrait utilisé.

Mots clés: Zizyphus lotus, extraction, activités antimicrobienne, tanins, flavonoides.
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Abstract

Ziziphus lotus is known in Algeria under several names (Sidr or nebek), this plant
has always been used in
traditional medicine, to treat several respiratory diseases, digestive diseases and

even blood sugar.

the aim of this thesis was to learn about its activity against Microorganisms, studying
the different parts of the plant (Leaves, fruits and roots), evaluating previous scientific
studies with different experiments and methods.

The majority of experiments showed that various extracts had an effect against the micr
oorganisms, with different intensities, and this was due to the quantity they contained
on the tannins and flavonoids, in addition to the extraction method and the quality of

the extract used.

Key words: Zizyphus lotus, extraction, antimicrobial activities, tannins, flavons.
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INTRODUCTION

Le regne végetal représente un reservoir en grande partie, inexploré des
composés biologiquement actifs, non seulement comme des medicaments, mais aussi
comme des modeles uniques qui pourraient servir de point de départ pour les analogues
synthétiques et un outil intéressant qui peut étre appliqué pour une meilleure

compréhension des processus biologiques (Pushparaj et al., 2004).

Prés de 80 % de la population des pays en voie de développement en particulier
I Afrique dépend de la médecine & base de plantes pour leurs soins, y compris les
plaies, les maladies infectieuses et métaboliques. Ces plantes prennent le nom de

"plantes médicinales™ (Agyare et al., 2009).

Selon I’ OMS, plus de 20000 plantes sont utilisées dans le monde pour leurs
propriétés médicinales, mais seulement 2000 a 3000 plantes ont été étudiées au niveau
scientifique.

L’ Algérie, par la richesse et la diversité de sa flore, constitue un véritable réservoir
phylogénétique, avec environ 4000 espéces et sous-especes de plantes vasculaires
(Dobignard et Chatelain, 2013).

Cependant, la flore médicinale algérienne reste méconnue jusqu’ a nos jours,
car sur les quelques milliers d” especes végeétales, seules 146 sont dénombrées comme
médicinales (Baba Aissa, 1999). Exemple : jujubier sauvage (Zizyphus lotus), qui est
largement distribué dans la région mediterranéenne, comme I'Algérie, le Maroc, la
Tunisie et la Libye (Pottier, 1981).

Le Jujubier sauvage contribue a la formation paysagere et est rencontré
naturellement dans ces régions. 1l est largement considéré comme spontané ou
naturalisé un arbuste, ou comme un arbre fruitier cultivé devenu spontané a certains
endroits (Albertini , 2017).
Z.lotus apparait comme un ingrédient domestique essentiel ayant des bienfaits pour la
santé chez la population locale, en raison de ses effets multiples trouvé principalement

dans ses préparations de feuilles, de fruits et de racines.

En Algérie, Z.lotus est consommé sous forme d'infusions et/ou de décoctions

pour traiter diverses affections, y compris les infections des voies urinaires, troubles
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digestifs et intestinaux, et peut également agir comme hypoglycémiant, anti-

diarrhéique, agent hypotenseur et antiulcéreux.

Plusieurs travaux se sont intéressés a I'étude de la composition biochimique du
jujubier sauvage et ses effets thérapeutiques, et autres visent a vérifier le potentiel

médicinal de cette plante, en étudiant son activité antimicrobienne.

Notre étude est une synthese bibliographique portant principalement sur
I’ évaluation des études antérieures des activités antimicrobiennes de différents extraits
du Zizyphus lotus. Elle a comme objectif de prouver que toutes parties de la plante sont
efficaces contre les micro-organismes a des degrés différents, et de savoir quelle partie
ayant plus d’ action contre les micro-organismes et quel solvant permettant d’ extraire
le principe actif et enfin, est-ce que la technique d'extraction a-t-elle un réle dans

I'action de ces extraits sur les micro-organismes ou non ?

Dans ce contexte, nous abordons ici une étude bibliographique en se basant sur
des recherches antérieures pour répondre aux questions posées.

Ce document est scindé en trois chapitres :

* Le premier chapitre, est consacré aux généralités sur la plante : La description
botanique, la taxonomie, la répartition géographique de la plante et ses caractéristiques

écologiques.

 Le deuxieme chapitre, présente la composition chimique de la plante, en se focalisant
surtout sur les composés bioactifs qui sont responsables des activités pharmacologiques

de jujubier.

» Le troisieme chapitre, discute quelques travaux et études in vitro de I’ activité

antimicrobienne de cette plante.
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Chapitre 1

Generalites sur la plante



GENERALITES SUR LA PLANTE

1. Description botanique

Le Zizyphus lotus est une plante dicotylédone, issue de la famille Rhamnacée
(Rsaissi et Bouhache). Appelée localement « Sedra » (Borgi et al., 2007).
C’ est un arbuste tres ramifié épineux a grandes souches souterraines de 1,3 ma 2,2 m
(Figure 1).

Figure 1 : Plante de Zizyphus lotus (Vannette, 2018).

1.1. Tiges

Elles sont tres ramifiées recourbés vers le bas, blanches grisatre, a épines par

paires droites ou recourbés (Ghedira, 2013).
1.2. Fleurs

Les fleurs de cette plante sont solitaires ou groupées avec un seul pédicelle
court, a calice en forme d’ entonnoir, pentamere ; & petite corolle a cinq pétales ; a cing

étamines épi pétales ; a deux styles courts (Ghedira, 2013).

Elles sont tres visibles de couleurs jaunes pales (Figure 2) (Baba Aissa, 1999 ;
Claudine, 2007).
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Figure 2 : Fleur de Zizyphus lotus (Ivorra, 2015)

1.3. Feuilles

Feuilles caduques, vertes brillantes d'environ 5 cm de long (Laouedj, 2018).
Chague feuille porte a sa base deux stipules transformées en épines inégales et
vulnérables (Figure 3) (Rsaissi et Bouchache, 2002 ; Tardio et al., 2016).

feuilles rondes
a 3 nervures

Figure 3 : Feuilles de Zyziphus lotus (Vanette, 2018)

1.4. Fruits

Les fruits sont des drupes sphériques dont les noyaux osseux biloculaires, petites
et ronds sont recouverts d’ une pulpe demi-charnue, trés vite séche, riche en sucre,

comestibles et s” appellent « nabak » (Laouedj, 2018).

Cet arbrisseau a une croissance trés lente et commence a porter des fruits vers

I” &ge de 4 ans, ils peuvent continuer a apparaitre vers 20 a 25 ans (Bonnet, 2001).
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La couleur du péricarpe du fruit de jujubier sauvage change du vert, au jaune,
puis au rouge et enfin au marron, cette variation de couleurs représente les différents
stades de maturité du fruit (Figure 4)(Wang et al., 2016)

Figure 4 : Fruits de Zizyphus lotus (Vannette, 2018).
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2. Place dans la systématique

Tableau 1 : Classification botanique de Zizyphus lotus (Quezel et Santa, 1962).

Regne Végétale
Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Sous classe Dicotylédone
Ordre Celastrale
Famille Rhamnacées
Genre Zizyphus
Espece Zizyphus lotus

3. Nomenclatures de Zizyphus lotus
3.1. Nom scientifique

Zizyphus lotus Lam.
3.2. Synonymes

Le Zizyphus lotus, appelé également jujubier des Lotophages ou Jujubier de
Berbérie (Baba Aissa, 1999), a été découvert en 1767. Le nom de Zizyphus dérive de
I’ appellation Berbere «Zizoufou, Zuzaifo», cette appellation est reliée & I’ ancien nom
Persique « Zizfum ou Zizafun», alors que les grecs utilisent le mot «Ziziphon»
(Tamaguelt et Amzal, 2016).

3.3. Autres synonymes

Les synonymes de cette espéce decrits dans la littérature sont : Zizyphus lotus
Lam., Zizyphus lotus Aitch. = Zizyphus rotundifolia, Zizyphus lotus Blanco, Zizyphus
lotoidea St. Lag., Rhamnus lotus L (Ghedira, 2013).
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3.4. Noms régionaux

Zizyphus lotus est connue sous plusieurs dénominations internationales,
notamment (Ghedira, 1995) :

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

Anglais :  African jujube, Lote fruit, Lotus tree, lotus jujube, wild jujube.
Allemand : Wilde Jujube.

Portugais : Acufeifa-menor.

Espagnol : Azufaifo africano, Azufaifo ibérico, Arto, Arto blanco, Espina de Cristo.
Arabe :  Zizouf, <55 /sedra, 3>/ sidr, sidr bari, . s

4. Caractéristiques ecologiques de la plante

Zizyphus lotus est trés répandu en Afrique du Nord, le Sahara et I’Afrique de
I’Ouest, ses formes varient avec le sol et le climat. Il est connu pour sa tolérance a la
sécheresse et sa grande résistance a la chaleur avec une température comprise entre 20
et 35°C. Il peut étre rencontré dans des zones désertiques avec des précipitations tres
faibles et dans des zones a différences climatiques marquées (entre 150 et 1000 mm de
pluviométrie), il supporte tous les types de sols, mais préfere les sols sableux profonds
bien drainés présentant un pH neutre ou légérement alcalin (Amara et Benabdeli,
2020).

5. Aire et répartition géographique

Habitat : ” C'est un arbuste des zones rocailleuses, on le rencontre dans les falaises,

aux pieds des collines et dans les lits d'oueds a fond rocailleux” (Laouedj, 2018).
5.1. Dans le monde

"Zizyphus lotus est une espéce méditerranéenne, généralement dans les pays arides
et semi-arides, elle est largement distribuee en Chine, Iran, Afrique, en Corée du Sud et
en Europe dans des pays tels que Chypre, I'Espagne, la Grece et la Sicile” (Figure 5)
(Gorai et al., 2010).
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Figure 5 : Aire de répartition de la famille des rhamnacées dans le monde (Dupont et
Guignard, 2015).

5.2. En Afrique

"Commun dans I'Afrique du nord méditerranéen et au Sahara septentrional”

(Figure 6) (Laouedj, 2018).

N\ o e
Aire de répartition de Ziziphus Lotus en Afrique du Nord |,
Pt A ™ '

-
.

Figure 6 : Aire de répartition du Zizyphus lotus en Afrique du Nord (Quézel et Santa, 1962).
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5.3. En Algérie

"Zizyphus lotus L. est trés répandu dans les régions arides d’Algérie du Sud, Ain
Ouessara et Maessad (willaya de Djelfa) a climat aride et Taghit wilaya de Bechar au
climat Saharien” (Mounni, 2008).

6. Cycle de développement de Zizyphus lotus
Les plantes de jujubier sauvage sont dormant depuis le mois d’ octobre jusqu’ au
mois de Mars (Dahlia, 2019).

6.1. Cycle végétatif

La croissance de la partie racinaire est antagoniste avec la partie aérienne, cet
antagonisme se caractérise par une diminution ou un arrét de la croissance d’ une partie

lorsque l'autre est en croissance (Dahlia, 2019).
6.1.1. Systeme racinaire
Zizyphus lotus, fait apparaitre trois phases importantes (Laamouri et al., 2008).

* Une phase hivernale : elle s’ étale jusqu” a mi-Mars, durant cette période la

croissance est faible a cause de la diminution de la circulation de la séve brute.

« Une phase printaniére : elle s” étale jusqu’ a fin Juin et est caractérisée par une forte

croissance racinaire.

» Une phase estivale : entre Juillet et Aodt, ou il y a une baisse de croissance des

racines.
6.1.2. Systeme aérien
» Porte
Trois périodes de développement sont distinguées (Laamouri et al., 2008).

e Premiere période : se caractérise par un développement lent qui commence par
la germination jusqu’ & la 12°™ semaine.
e Deuxieme peériode : se caractérise par un developpement rapide, Il est de 15

semaines avec un allongement de pivot variant de 5 cm a 11,5 cm par semaine.

11
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e Troisieme période : elle est caractérisée par une croissance lente, comme pour la

premiére période.

» Rameaux

e Janvier-Février : la dormance des rameaux est levée par une période suffisamment
longue a basse température (hiver).

e Mars-Avril : les derniéres dormances éventuelles, dues a la photopériode sont elles
aussi leveées.

e Auvril-Mai : le seuil thermique d’ activation biologique est dépassé, ¢’ est le
débourrement (le début de la période de végétation).

e Juillet-AoQt : les seuils photopériodiques sont atteints successivement (Nanson,
2004).

6.2. Le cycle génératif
6.2.1. L'induction florale

Généralement de mi-juin a mi-juillet, parfois encore jusqu'au mois d'aodt.
6.2.2. La Floraison - fructification

La floraison a lieu l'année suivante au printemps, avant le débourrement des

feuilles, peut s'étaler sur 1 a 2 semaines (Nanson, 2004).

Les plantes matures du jujubier sauvage entrent en floraison a partir du mois de
juin et juillet, et la maturité des fruits a lieu entre le mois d” ao(t et septembre (Regehr
et EI Brahli, 1995).

7. Conditions de germination des graines de Z. lotus
7.1. Conditions internes

Avant la germination, la graine doit répondre aux nombreuses conditions internes

qui sont :

- La maturité : ¢’ est-a-dire que toutes les parties qui la constituent soient completement

différenciées morphologiquement (Heller et al., 2000).

12
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- La disponibilité de I’ amidon, des proteines, des lipides et des nutriments pour
I” embryon de la graine a travers I’ activité des enzymes et des voies specifiques
(Miransari et al., 2009).

- La longévité des semences, autrement dit, la durée pendant laquelle les semences
restent vivantes et gardent leur pouvoir germinatif. Cette derniere condition varie

considérablement en fonction des especes (Heller et al., 2000).

- La dormance des graines tout comme la germination, est un processus important qui
affecte le développent des plantes, qui sont influencés par divers facteurs, y compris les
hormones végétales, les bactéries du sol. Peut également affecter de maniére
significative la germination, La dormance physiologique de I’ embryon et des
processus qui peuvent y mettre un terme aient fait I’ objet de nombreuses études, et

leurs causes profondes sont encore mal connues.
7.2. Conditions externes

- L’ eau est nécessaire pour I’ hydratation des tissus et pour la croissance des organes,
elle pénétre par capillarité dans les enveloppes puis est remise en solution dans les
réserves de la graine, pour étre utilisée par I’ embryon, et provoque le gonflement des
cellules et leur division (Soltner, 2007 ; Meyer et al., 2004).

- La germination exige obligatoirement de I’ oxygéne. L’oxygéne est contr6lé par les
enveloppes qui constituent une barriére, mais en méme temps une réserve. Elle s’ agit
de la vitesse de consommation d’ Oz par I’ embryon et sur les réactions d’ oxydation
des COMpOosés phénoliques (Mazlik, 1982).
- La température est fondamentale dans la germination, bien que beaucoup de graines
peuvent germer dans une gamme de température assez large, dans de nhombreux cas, le
minimum est de 0 a 5°C, le maximum de 45°C a 48°C et I’ optimum de 25 a 30°C
(Raven et al., 2003).

- La lumiere est considérée comme un facteur indirect de la germination. Les besoins en
lumiere pour cette derniere sont variables selon I’ espéce (Vallée et al., 1999 ; Lafon
et al., 1990).
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8. Composition biochimique de Zizyphus lotus
8.1. Fruits

Contient des grandes quantités de I’ acide glutamique, des vitamines, de stérol, de

fibres, d’ acide gras, triglycérol, d’ acide aminés et glucides.

Aussi, les composés antioxydants « phénols, flavonoides » sont connus par leur
propriété hypoglycémiques, gastro protectrices, immun délatrice et antioxydants et
aussi des composés inflammatoires (Abdoul-Azize et al., 2013 ; Bakhtaoui et al.,
2014 ; Benammar et al., 2014 ; Boulanouar et al., 2013).

8.2. Feuilles

Contiennent différents glucides et saponines de dammarane, notamment le
jujuboside B, trois glycosides de jujubogénine et la jujubasaponine IV (Maciuk et al.,
2004).

8.3. Graines

Les graines de Zizyphus lotus sont utilisées généralement pour la fabrication de
I” huile de Z. lotus, car elles sont enrichies par les acides gras essentiels, les
antioxydants liposolubles et de nombreux stérols (Chouaibi et al., 2012). Ce qui donne
a I’ huile des activités Antioxydantes, antiprolifératives et antidiabétique (Renault et
al., 1997 ; Ghediraet al., 1993 ; Borgi et al., 2008).

8.4. Pulpe

La pulpe de Zizyphus lotus contient une quantité significative de glucide, de
phénols, de flavonoides et de tanins, servant dans I’ activité inhibitrice des micro-
organismes (Abdeddaim et al., 2014 ; Rsaissi et al., 2013).

9. Usage traditionnel de plante
9.1. Zizyphus lotus et la nutrition

Les fruits de cette plante sont trés consommables par la population d” Afrique du
Nord. lls sont tres délicieux et trés riches en nutriments : Vitamines E, C, fibre acides
gras, acides aminés et les sucres en quantités considérables (Abdoul-Azize, 2016 ;
Chouaibi et al., 2012).
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Cette plante est trés utilisée dans la nutrition, la santé, les cosmétiques sous

plusieurs formes : miel, les jus, les pains, I’ huile, etc. (Abdoul-Azize, 2016).

Les jujubes se consomment de différentes manieres, ils sont consommés comme
aliment frais, conserveés, secs ou utilisés en confiserie et patisserie, et leur jus peut étre

utilisé pour la préparation de boissons rafraichissantes (Lahlou et al., 2002).

En inde, les fruits mdrs sont utilisés pour la préparation des produits secs
semblables a ceux de la datte seche, et sont consommés en hiver comme dessert
(Parrek, 2001).

Le miel issu du butinage de ses fleurs est un miel de haute qualité nutritive

agréable et médicinale (Ghazanfar, 1994).

Le fruit de Zizyphus lotus L. est aussi utilisé pour la confection du pain appelé Oufers

chez les Touaregs.

En Chine, ce fruit est tres utilisé pour la fabrication du vin, consommé glacé ou
avec du thé (Ghost et Lysias Derrida, 2007).

Selon Soule (2011), les feuilles et les fruits sont utilisés dans plusieurs domaines :
- Les feuilles sont trés appétées par bétail.
- Les branches servent a faire des clotures des parcs a betail.

- Les feuilles seches pulvérisées et additionnées d’ eau donnent une sorte de bouillie
Lekhwadh avec laquelle les femmes se tressent les cheveux, cette bouillie aurait la

propriété de noircir et d’ allonger la chevelure.
9.2. Zizyphus lotus et la santé

En médecin traditionnel le Zizyphus lotus est utilisé comme médicament anti-
diabéte, analgésique, bronchite et anti-diarrhéique par les habitants des régions arides et

semi arides du monde.

Récemment, plusieurs études scientifiques ont montré les bienfaits de cette plante pour
la santé et le potentiel nutritionnelle des composés bioactifs de ce jujube (Abdoul-
Azize, 2016).

En effet la poudre de feuilles séchées est mélangee avec le lait ou de I’ eau pour
le traitement de diabéte (Ghedira et al., 1995).
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Les fruits et les feuilles de la plante sont utilisés également comme émollients
(Bellakhdar, 1997).

Ainsi pour le traitement des maladies intestinales et diarrhées. Le jus des racines

de cette plante est efficace pour le traitement des leucomas des yeux (Boukef, 1986).
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SUBSTANCES BIOACTIVES

1. Composés phénoliques de jujubier (Zizyphus lotus)

Le terme « phénol » englobe approximativement 10000 composés naturels
identifiés. Ils sont des métabolites secondaires caracterisés par la présence d’ un cycle
aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec des glucides
dans une autre fonction chimique : éther, ester, hétéroside (Bruneton, 1993).

Ils sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la
croissance cellulaire, la rhizogénése, la germination des graines et la maturation des
fruits (Boizot et Charpentier, 2006).

1.1 Les polyphénols
1.1.1. Définition

Les polyphénols constituent une famille importante de métabolites secondaires du
regne végétal (Akowah et al., 2004), 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 plusieurs fonctions hydroxyles (Hennebelle et al., 2004).

Ils sont divisés en plusieurs catégories : les acides phénoliques, les flavonoides, les
tanins (SFA, 2005).

1.1.2. 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).

1.2. Les flavonoides
1.2.1. Définition

C’ est le groupe le plus représentatif des composes phénoliques, avec plus de 9000
composés différents (Yao et al., 2004) qui sont en partie responsables de la coloration
des fleurs, des fruits et parfois des feuilles, ils sont considérés comme des pigments

jaunes quasi universels des végétaux (Rice-Evans et Packer, 1998).

Ces molécules ont toutes le méme squelette de base a quinze atomes de carbones

(C6-C3 -C6), constitué de deux noyaux aromatiques (ou anneaux) que désignent les
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lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, qui désigne la lettre C (figure 7)
(Dacosta, 2003).

)]

Figure 7 : Squelette de base des flavonoides (Girroti, 2006).
1.2.2. Classification

Les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes, qui sont déterminées
par I’ état d’ oxydation de I’ unité de liaison (C), et la position du noyau benzénique
(B) (Bruneton, 1993 ; Narayana et al., 2001).

Tandis que les composés de la méme classe sont déterminés par le point
d’ hydroxylation, ou d” autre substitution du noyau A ou B (OH, OCH3 et/ou glycosyl)
(Verpoorte et Alfer-mann, 2000 ; Havsteen, 2002 ; Edenharder et Grinhage,
2003).

En divise en plusieurs catégories : Les flavones, les flavonols et les
dihydroflavonols, les isoflavonoides, les biflavonoides, les flavanones, les flavanols, les
flavanediols  (leucocyanidines), les anthocyanidines, les chalcones et les

dihydrochalcones, les aurones (Dacosta, 2003).
1.3. Les tanins
1.3.1. Définition

Ce sont des métabolites hydrosolubles de masse molaire entre 500-2000 D, toutes
les plantes en contiennent a des degrés différents (Zimmer et Cordesse, 1996 ;
Bruneton, 1999).

Ce sont des molécules fortement hydroxylées et peuvent former des complexes
insolubles lorsqu’ ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes
digestives, réduisant ainsi la digestibilité des aliments. Ils peuvent étre liés a la cellulose

et aux nombreux éléments minéraux (Alkurd et al., 2008).
18



SUBSTANCES BIOACTIVES

Le rble biologique des tanins dans la plante est lié a sa propre protection contre les
affections, les insectes et les animaux herbivores, en plus de la protection contre les

attaques fongiques et bactériennes (Khanbaba et Ree, 2001).
1.3.2. Classification

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

1.3.2.1. Les tanins condensés (Tannins vrais ou tannoides)

Ils sont également appelés proanthocyandines, ce sont des polymeéres ou
oligomeéres flavanique, constitués d’ unités flavan-3-ols, le plus souvent épicatéchine et
catéchine, avec un degré de polymérisation entre deux et plus de 50 unités
(Khanbabaee et Ree, 2001).

Ces unités liées entre elles par une seule liaison carbone-carbone C4-C8 ou C4-C6 dans
le type B des proanthocyanidines, ou par une liaison interflavanique double (C4-C8 ou
C4-C6) et (C2-0O-C7) dans le type A (figure 8) (Bruneton, 1999 ; Xie et Dixon, 2005 ;
Vivas et al., 2006).

HO OH
OH i
HO_ = ——— OH
L
— "-—.‘“,, — O o‘ N
',_ P e OH H F—
1L - | . J‘_O ! -::' Y
HO &~ ' O~ | HO
OH o~ % M —om

Figure 8 : Structure des tanins condensés (Pirrony, 2005).
1.3.2.2. Les tanins hydrolysables

Appelés aussi acide tanique, sont des polymeéres de I’ acide galliqgue ou de son
produit de condensation d'acide ellagique.
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Ils ont un poids moléculaire plus faible (de 500 a 3000) et précipitent beaucoup moins

les protéines que les tanins condenses (Figure 9) (Jarrige et al., 1995).

Figure 9 : Structure des tanins hydrolysable (Pirrony, 2005).
2. Localisation des composés phénoliques dans Zizyphus lotus

Toutes les parties de plantes sont enrichis par les polyphénols, tel que : les

flavonoides, les acides phénoliques et d” autres composes naturels.
2.1. Fruit

Les phénols totaux sont les composés principaux de 297 a 4078, 2 mg/100g de
matiére seche, en outre, les flavonoides et les tanins sont présents en quantité modérés,
respectivement 122 et 33 mg/100g (Tableau 2) (Ghazghazi et al., 2014 ; Hammi et
al., 2015).
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Tableau 2 : Distribution et contenu des composés phénoliques et autres composés

photochimiques dans le fruit de Zizyphus lotus.

Organe végétale Composés Contenu en Référence
phénoliques mg/100g
Fruit Acide phénoliques 297-4078.2 (Ghazghazi et al.,
totales 2014 ; Hammi et
al., 2015).
Flavonoides 122
Tanins 33
2.2. Feuille

La teneur totale en phénols est de : 664 mg/100g (Ghazghazi et al., 2014), avec
des flavonoides allant de 130 a 199 mg/100g (Ghazghazi et al., 2014 ; Borgi et al.,
2008).

Une teneur élevée en saponines (340 mg/100g) (Borgi et al., 2008) et une grande
quantité de glucides (8720 mg/100g) (Maciuk et al., 2004), et autres molécules
trouvées en petite quantité inférieure a 10 mg/100g (Tableau 3).
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Tableau 3 : Distribution et contenu des composés phénoliques et autres composés

photochimiques dans la feuille de Zizyphus lotus.

Organe végétale Composes Contenu en Référence
phénoligues mg/100g
Feuille Totale phénolique 664 (Ghazghazi et al.,
2014 ; Borgi et al.,
Flavonoides 130-199 2008 : Maciuk et al.,
2004 ; Maciuk et al.,
Tanins 39 2003).
Saponines 340
Jujuba saponine IV 2
Flavonol glycoside 3
Polyphénols 1468

2.3. Ecorce de racine

La teneur en polyphénols est de (2009 mg/100g) (Ghalem et al., 2014), avec une

teneur élevée en saponines (219 mg/100g). Une teneur assez élevée en flavonoides (120

mg/100g) (Borgi et al., 2008) et une grande quantité de paroanthocyanidines (156

mg/100g) (Ghalem et al., 2014) par rapport a d’ autres molécules tel que : les

cyclopeptide alkaloides d’ une quantité allant de 1.4 & 23.95 mg/100g (Tableau4)
(Ghedira et al., 1993 ; Le Crou’eour et al., 2002).
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Tableau 4 : Distribution et contenu des composés phénoliques et autres composés

photochimiques dans I’ écorce de racine de Zizyphus lotus.

Organe végétale Composés Contenu en Référence
phénoliques mg/100g
L’écorce de Les flavonoides 120 (Elaloui et al.,

racine totaux 2014 ; Ghedira et
al., 1993 ; Borgi et

Saponines 219 al., 2008 ;
Benammar et al.,

2010).
Polyphénols 2009
2.4. Pulpe

Contient de grandes quantité de sucres solubles (10.55 ¢/100g), de fibre (4.84
0/100g) de matiere minérales (3.29/100g) et de protéines (1.18 g/100g) (Abeddaim et
al., 2014), aussi que de tanins (922 mg/100g) et de quantité modéré de polyphénols
(325 mg/100g)(Tableau 5)(Rsaissi et al., 2013).
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Tableau 5 : Distribution et contenu des composés phénoliques et autres composés

photochimiques dans la pulpe de Zizyphus lotus.

Organe végétale Composés Contenu en Référence
phénoliques mg/100g
Pulpe Les phénols totaux | 325 (Abeddaim et al.,
2014 ; Rsaissi et
Flavonoides 173
al., 2013).
Tanins 922

3. Activités pharmacologiques des composés bioactifs de Zizyphus lotus

Comme les parties aériennes (feuilles, fruits) de Z. lotus, sont les plus enrichies par
les polyphénols et les flavonoides (3630-8144 mg/100g) (Boulanouar et al., 2013),
comparérent aux graines qui sont tres riches en graisses (Abeddaim et al., 2014), donc
les différentes activités biologiques de la plante, sont dues aux différentes classes des
composés bioactifs pharmacologiques telles que : les flavonoides, les alcaloides et

plusieurs saponines.

Il a été démontré qu’ ils possédaient des propriétés cardio protectrices (Benkhalti
et al., 2002), anticancéreuses, antivirales, anti allergéniques (Tapiero et al., 2002 ;
Borgi et Chouchane, 2009) et est largement utilisés en thérapeutique comme
vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants, anti

radicalaires et antimicrobiens (Bahorun, 1997 ; Cetkovic et al., 2008).
3.1. Activités anti-inflammatoires et analgésiques

Les flavonoides et les saponines de I’ écorce des racines du Zizyphus lotus ont
montré une activité anti-inflammatoire significative (Borgi et Chouchane, 2006).
Zizyphus lotus inhibe la production de monoxyde d’ azote (NO), cette activité apparait
potentiellement avec I’ extrait méthanoique de I’ écorce des racines qui est la source
possible de I’ agent anti-inflammatoire dans la réaction de I’ hypersensibilité retardée

induite par I’ oxazolone (Borgi et al., 2008).

24




SUBSTANCES BIOACTIVES

Les feuilles de Zizyphus lotus possédent des effets analgésiques attribués a leur
contenu en principes actifs : les flavonoides et les saponines (Borgi et al., 2008 ; Borgi
et al., 2007).

Toutes ces activités confirment I’ usage traditionnel de cette plante dans certaines
maladies inflammatoires et douloureuses (Borgi et al., 2007).

3.2. Activités antifongiques et anti-mollusques

Les différents extraits (éthéré, chloroformée, extrait d’ acétate d’ éthyle et
méthanoique) de Zizyphus lotus ont montré une activités sur les champignons et les
levures (Lahlou et al., 2002).

3.3. Activités anti-ulcérogéniques

Les feuilles et I’ écorce des racines de Zizyphus lotus possédent une importante
activité anti-ulcérogénique attribuée a la présence de tanins et de flavonoides connus

pour leurs effets gastro protecteurs (Borgi et al., 2007).
3.4. Activités antimicrobiennes

Des études faites par Ghédira (1995) ont montré qu’ un alcaloide de cette espece
Z. lotus présente une activité antibactérienne significative, mais beaucoup de groupes de
recherche ont étudié I’ activité antimicrobienne des extraits de plantes médicinales
telles que Zizyphus lotus, ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre
les bactéries mais aussi contre les champignons, les levures et les virus (Jurgen et al.,
2009).
Ces propriétés antimicrobiennes et antivirales de ces plantes, sont dues non seulement a
la toxicité des flavonoides et tanins qui permettent I’inactivation des andésines
microbiennes et des protéines de transport et I’ enveloppe cellulaire, mais aussi a la
capacité de se lier sur les enzymes responsables de la réplication du virus HIV et le
virus d’ influenza (Zeghad, 2009).

3.5. Activités anti oxydantes

Les propriétés anti oxydantes des polyphénols participent a la prévention de
diverses pathologies impliquant le stress oxydant, le vieillissement cellulaire, et les
maladies cardiovasculaires ou dégénératives (Wang et Mazza, 2002 ; Macheix et al.,
2005 ; Sarni et al., 2006).
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In vitro, les données sur les cellules " T " humaines suggerent que les fruits de Z. lotus
ont des activités anti oxydantes plus élevées par rapport aux autres parties de cette

plante, suivies des feuilles, racines et tiges (Benammar et al., 2010).
3.6. Activités antidiabétiques et hypoglycémiques

Des études récentes menées sur des rats hyper glycémiques induite par la
streptozotocine montrent que les extraits de racines et des feuilles de Z. lotus

présentaient une activité hypoglycémique tres efficaces (Benammer et al., 2014).

Les saponines de Z. lotus ont présentés des effets anti sucrés (Renault et al.,
1997).

4. Extraction des composés phénoliques

L’extraction est une opération qui consiste a séparer certains composés d’ un

organisme vegeétal selon diverses techniques (Herodez et al., 2003).

L’ extraction d’ une molécule se fera toujours par solvant de méme polarité.
Le choix d'un solvant ou d’ un mélange de solvants est primordial lorsqu’ il s’ agit
d’ une extraction des drogues végétales. Il est fondé sur plusieurs parametres
physicochimiques : la polarité, la solubilité des constituants cibles, I’ innocuite, la
facilité d” élimination et la pureté du solvant (Tableau 6) (Handa et al., 2008 ; Jones
et Kinghorn, 2005).

Les solvants polaires tels que : I’ eau, I’ acétate d’ éthyle, le méthanol, I’ éthanol
ou I’ acétone permettront d’ isolement de molécules Polaires : terpenoides phénols,

lactones, alcaloides, protéines, acides aminés, gommes, mucilage.

Les solvants apolaires comme : I’ hexane, le toluéne, le chlorure de méthyléne, le
chloroforme va extraire les carbures, lipides, stérols, les huiles essentielles, cires, résine,
et chlorophylle (Anton et Wichtl, 2003).
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Tableau 6 : Solvants et composés phyto chimiques (Cowan, 1999).

Solvants Composés phyto chimiques

Eau Anthocyanes
Tanins

Saponines

Ethanol Polyphénols

Méthanol Anthocyanes
Saponines
Lactones
Flavones

Phénols

Chloroforme Terpénoides

Flavonoides

Ether Alcaloides
Terpénoides

Coumarine

Acétone Phénols

Flavonols

Le choix de la procédure d’ extraction est basé sur les caractéristiques

physicochimiques des composés a extraire.

Deux procedures d’ extraction sont généralement utilisées (Handa et al., 2008 ; Jones
et Kinghorn, 2005) :

e Extraction par mise en contact avec un solvant : les échantillons végétaux
broyes sont mis en contact avec le solvant dans un mélangeur, puis I'extrait est

filtré.
27



SUBSTANCES BIOACTIVES

Le filtrat peut étre séché sous pression réduite, puis dissout dans le solvant.
e Extraction successive avec des solvants de polarité croissante : d’ un solvant
apolaire a un solvant polaire pour assurer une extraction optimale des composés

de polarités différentes.

4.1. Méthodes d’ extraction des composés phénoliques

Plusieurs techniques sont utilisées pour extraire les composés phénoliques. Ces
techniques sont soit conventionnelles, telles que I’ extraction par maceration, par
infusion et au Soxhlet, ou nouvelles comme I’ extraction assistée par micro-ondes, par

ultrasons, ou par fluide supercritique.
4.1.1. Méthodes conventionnelles
4.1.1.1. Macération

L’ extraction par macération est utilisée depuis longtemps pour extraire les tanins
condensés et les polyphénols a partir des écorces d” arbres, ou a partir des fruits. Les
solvants utilisés sont I’ eau, I’ acétone 70% ou le méthanol 80%.

Elle présente I’ intérét d’ étre facile a mettre en ceceuvre, et non colteuse, mais
d’ autre part, elle nécessite beaucoup de temps (24h-72h) et elle est trés peu sélective
(Makino et al., 2009).

4.1.1.2. Infusion

L’ extraction par infusion consiste a utiliser I’ eau chaude pour extraire les
polyphénols dans les plantes pour leurs propriétés anti-oxydantes ou anti-
inflammatoires (Diouf et al., 2009). Cette méthode est simple, n’ utilise pas de solvant,
limite le développement bactérien mais elle permet d’ extraire une quantité importante

de sucres et nécessite un temps d” extraction long (3h) (Makino et al., 2009).
4.1.1.3. Extraction a chaud en continu (Soxhlet)

Un extracteur soxhlet est une piece de verrerie utilisée pour extraire les molécules

aromatiques de la plante.

Quand le ballon est chauffé, les vapeurs de solvants passent par le tube adducteur,
se condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de I’ adducteur, faisant

ainsi macérer les résidus dans le solvant.
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Le solvant condensé s’ accumule dans I’ extracteur jusqu’ a atteindre le sommet
du tube siphon, qui provoque alors le retour du liquide dans le ballon, accompagné des

substances extraites, le ballon s’ enrichit progressivement en composés soluble.

La taille du corps en verre étant limitée, il peut étre nécessaire de réaliser plusieurs
extractions successives pour récupérer une quantité suffisante d’ extrait (Figure 10, 11)
(Herodez et al., 2003).

Sortie de 'eau de
refroidissement

<— Condenseur/ réfrigérant

Entrée de I'eau de
refroidissement

Corps principal de
I'extracteur

Cartouche contenant
I’échantillon

)
<— Ballon
Agitateur
magnétique

Chauffe ballon avec
agitation intégrée

<«<— Retourde distillation

Figure 10 : Schéma représentant le montage soxhlet
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Figure 11 : Image photographique de I’appareil de Soxhlet

4.1.1.4. Extraction par hydrolyse acide

Elle consiste en I’ extraction et la séparation des flavonoides par hydrolyse acide
et a chaud de la poudre végétale (la liaison C-O-C des O-glycosyl-flavonoides est tres
fragile et se rompt a I’ hydrolyse acide en libérant les aglycones, par contre la liaison
C-C des C-glycosyl-flavonoides est tres résistante a ce type d’ hydrolyse) et permet
d’ obtenir deux types de composés :

e Une fraction d’ aglycones et d’ acides phénols par I’ extraction préliminaire a
I’ éther diéthylique.

e Une fraction de C-glycosides et d’ anthocyanes récupérée par I’ extraction au n-
butanol.
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4.1.2. Autres méthodes
4.1.2.1. Extraction au CO2 supercritique

Il's” agit du procéde le plus récent d’ extraction a froid des matieres premieres
vegetales utilisant le gaz carbonique, nécessite des conditions critiques faciles a
atteindre (T = 31.1°C, P = 73.8 bar) , le CO2 sous pression et & température supérieure a
31 °C, le gaz carbonique se trouve dans un état « supercritique » ; la matiere végétale
est chargée dans I’ extracteur puis le CO2 est introduit sous pression et réfrigére, le
mélange est recueilli dans un vase d’ expansion. La pression y étant réduite, le CO2

reprend ainsi sa forme gazeuse et est complétement éliminé.

L’ extrait végétal est isolé, les matiéres premieres ainsi obtenues sont proches du
produit naturel d” origine sans trace résiduelle de solvant (Figure 12) (Herodze et al.,
2003).

Pmﬁi"‘“ﬂ’m) Supercritigue
3504
300 ﬁ L 1 E
2501 3 Liquide +Q cal.
200 +
150+ = ; [
F,C (PC=T38 bars ; TC|=31,0"C)
1007 D%
5
50 1 _J P.T. - Q cal. Gazeux
60 40 20 g 20 40 60  80_ 100
Terpérature (7 C)

Figure 12 : Schéma de principe de I’ extraction par CO2-SC associé au diagramme (P-T)
(Wang et Waller, 2006).

4.1.2.2. Extraction assistée par micro-ondes (MAE, Microwave Assisted

Extraction)

C’ est une technique récente développée dans le but d’ extraire des produits
naturels comparables aux huiles essentielles et aux extraits aromatiques. Dans cette
méthode, la plante est chauffée par un rayonnement micro-ondes dans une enceinte dont

la pression est réduite de fagcon séquentielle.
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Les molécules volatiles sont entrainées dans le mélange azéotropique formé avec

la vapeur d’ eau propre a la plante traitée.

Ce chauffage, en vaporisant I’ eau contenue dans les glandes oléiféres, crée a
I’ intérieur de ces derniéres une pression qui brise les parois végétales et libere ainsi le

contenu en huile (Herodez et al., 2003).
4.1.2.3. Extraction assistée par ultra-sons (Ultrasonic Assisted Extraction (UAE))

Cette technique présente I’ intérét de faire des extractions a température ambiante,
20-25°C et pour des durées trés courtes de 3-30 min, ce qui permet de préserver les
composés thermolabiles (acide gras, polyphénols), des colorants, des antioxydants, des

arémes ou aussi des caroténoides (Routray et Orsat, 2012).

Son principe consiste a la destruction des parois cellulaires par des fréquences
d’ ultrasons (Les fréquences utilisées sont généralement supérieures a 20 kHz), ce qui
permet une meilleure penétration du solvant au ceur de la matiere, et par conséquent un

meilleur rendement d’ extraction.

En milieu liquide, les ultrasons provoquent des cycles d’ expansion et de
compression des cellules formant ainsi des bulles, le développement excessif des bulles
microscopiques & proximité des parois cellulaires, entraine une élévation de température
et de pression, ce qui provoque I’ explosion des bulles et la destruction des parois
cellulaires (Wang et Weller, 2006).

5. Mise en évidence de I’ activité antimicrobienne

5.1. Méthode en milieu solide

5.1.1. Méthode de diffusion des puits

Décrite par Cooper et Woodman (1946) reprise par Shroder et Messing (1949).
Principe

Elle consiste a découper la gélose en formant des trous circulaires (puits) pour

verser I’ extrait de différentes concentrations.

L’ extrait diffuse radialement en donnant une zone d’ inhibition circulaire a la

surface de la gélose ensemencée avec la suspension bactérienne (Eymard, 2003).
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¢ Repiquage des souches bactériennes

Les souches bactériennes a tester se préparent par la méthode des stries dans des
boites de pétri contenant la gélose nutritive, puis incubées pendant 24H a 37°C pour

obtenir des colonies isolées.

e Préparation de I’ inoculum

Prélever a I’ aide d’ une pipette pasteur des colonies bien séparees des souches

bactériennes étudiées pour les homogeénéiser dans 5 ml d’ eau physiologique stérile.
e Préparation des milieux de cultures

La gélose de Mueller-Hinton est coulée et répartie dans des boites de pétri stériles,
ces derniéres sont séchées pendant 30 min a une température ambiante avant leur

emploi.
¢ [Ensemencement

L’ ensemencement est réalisé par écouvillonnage en stries, en tournant la boite
d’ environ 60° il s’ effectue de telle sorte a assurer une distribution homogeéne des

bactéries sur les boites.

e Préparation des puits

- Découper des trous circulaires dans la gélose de chaque boite de pétri pour former des

puits.

- Remplir les puits avec 20 microlitres de I’ extrait a tester a des concentrations
différentes.
Des puits imprégnés de diméthylsulfoxyle (DMSQ) vont servir comme témoin négatif.

- Incuber les boites pendant 24H a 37°C.
e Expression des résultats

- L’ activité antibactérienne se manifeste par I’ apparition des puits contenant la

substance inhibitrice testée (Boumaza, 2011).

La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d’ inhibition autour de

chaque puita I’ aide d’ une régle (mm).
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Le diameétre de la zone d’ inhibition montre la sensibilité des souches vis-a-vis des
extraits (Benkiki, 2006).

. Non sensible (-) ou résistante : diameétre < 8 mm.
. Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14 mm.
. Trés sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.
. Extrémement sensible (+++) : diameétre > 20 mm.

5.1.2. Méthode de diffusion par disque
Principe

La méthode repose sur la compétition de la croissance d’ une bactérie et la
diffusion d’ un agent antibactérien dans un milieu gélosé a partir d’ un support papier
pré-imprégné d’ un agent antibactérien, le diamétre d’ inhibition, qui traduit I’ activité

antibactérienne de I’ extrait, est ainsi déterminé (Vardar-Unli et al., 2003).
e Technique (Arsene et al., 2015 ; Valle et al., 2015)
- Préparer I’ inoculum a partir d” une culture pure de 18H de la souche a étudier.

- Préparer une suspension dans de I’ eau physiologique stérile, d’ une densité

équivalente a 0,5 Mc Farland.

- Avec un écouvillon essoré, ensemencer toute la surface du milieu en stries serrées.
- Laisser sécher les boites pendant 30 min a 37 °C.

- Déposer soigneusement les disques a la surface de la gélose.

- Pré-incuber les boites pendant 2 heures a 4 °C.

- Incuber pendant 24 heures, a 37 °C.

Les bactéries a une zone claire d'inhibition de plus de 12 mm ont été considérés

comme sensibles (Arora et Kaur, 2007).
5.1.3. Méthode de contact direct
Principe

Cette methode est utilisée pour tester I’ activité antifongique de différents extraits

de végétaux ou encore appelée la technique du milieu empoisonné.
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Elle consiste & mélanger un volume précis de I’ échantillon « I’ extrait qu’ on
veut tester son activité » avec le milieu consideré pour le dénombrement des levures et

des moisissures : la gélose glucosée a I’ extrait de pomme de terre (PDA).

Deux témoins doivent étre préparés : Un contrdle négatif sans extrait et un controle

positif contenant le fongicide.
e Ensemencement

Apreés solidification du milieu, I’ ensemencement se fait en déposant des fragments
de 6 mm de diametre, collectés aseptiquement de la périphérie des tapis mycéliens de

chaque culture fongique de 7 jours.
e Incubation

L’ incubation se réalise dans une étuve a une température de 25°C, Chaque essali
se répeéte trois fois.

L’ évaluation se fait au deuxiéme et au cinquieme jour d'incubation, en mesurant

le diametre de croissance de chaque dép6t des espéces de champignons testées.

Le taux d'inhibition de la croissance (ICT) est calculé en utilisant la formule
d'Abbot (Motiejunait et al., 2004),

TIC = (DT-D0) / DT x 100
DT : diamétre des fragments fongiques de contrdle négatif (mm)
DO : diamétre des fragments fongiques en présence de I'extrait ou antibiotique.

L'évaluation de l'activité est basée sur l'inhibition de la croissance selon I'échelle

suivante (Alcamo, 1984):

» Entre 75 et 100 % : trés actif, I'espéce fongique est trés sensible.

» Entre 50 et 75 % : actif, I'espéce fongique est susceptible.

» Entre 25 et 50 % : modérement actif, les espéces fongiques sont limitées.

» Entre 0 et 25 % : peu ou pas d'actifs, I'espece fongique est résistante.
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5.2. Méthode en milieu liquide
5.2.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
Principe

La CMI est la concentration minimale en agent antibactérien a utiliser pour inhiber

la multiplication du germe.

C’ est donc la plus faible concentration capable d’ inhiber totalement la croissance

bactérienne (Odunayo et al., 2007).

e Technique (Kang et al., 2011)
- Diverses concentrations des extraits sont testées contre les bactéries pathogenes.

- Dans une série de tubes a essai, introduire 0.7 ml de bouillon Mueller Hinton, 50 pL
de chacune des suspensions bactériennes et 0.25 ml des concentrations croissantes du
stock préalablement préparées.

- Un tube ne contenant que la suspension bactérienne, le milieu de culture et le DMSO

est considéré comme un contrdle négatif.

- Incuber pendant 48 heures, a 37 °C.
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TRAVAUX REALISES

1. Etude de I’ activité antimicrobienne des extraits des fruits de Z.lotus

Dans un projet de fin d” étude réalisé par Aymane Bessi en 2017, les fruits de
Zizyphus lotus sont récoltés dans la région de Fes (Maroc) durant le mois d’ aolt 2016
pour tester leur activité antimicrobienne contre 4 bactéries : Enterococcus Faecalis,
Staphylococcus Aureus, Escherichia Coli, Pseudomonas Aeruginosa, et la levure
Candida Tropicalis. 1l a préparé 3 types d’ extraits : éthanolique, méthanolique et
aqueux a partir de 15g de la poudre fine des fruits par la méthode de Soxhlet avec un
rapport de 1/10 (P/V) pendant 7h.
Le solvant utilisé a été éliminé par évaporation, sous pression réduite, dans un
rotavapeur a 40°C. Aprés évaporation totale du solvant, I’ extrait obtenu est stocké a

4°Cetal’ abride lalumiére.

La mise en évidence de I’ activité antimicrobienne des différents extraits a été
faite par la méthode de diffusion par puits sur gélose, le milieu de culture LB-Miller,

pour les bactéries et le milieu YPG pour la levure.

D’ apres les résultats obtenus, I’ extrait éthanolique semble étre le plus puissant
au niveau de I’ activité antibactérienne, par rapport a I’ extrait méthanolique et aqueux,
donc I'éthanol était le meilleur solvant pour I’ extraction des composés phénoliques,
suivi du méthanol et enfin de I’ eau, ceci pourrait expliquer I’ efficacité de I’ extrait

éthanolique contre la plupart des souches étudiées.

A I’ exception de la levure Candida tropicalis (résistante), les souches bactériennes
. Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Enterococcus
faecalis ont manifesté une sensibilité vis-a-vis des trois extraits de la pulpe de Zizyphus
lotus, Staphylococcus aureus semble la plus sensible pour les trois extraits. Par contre,

Escherichia coli parait plus résistante (Tableau 7)
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Tableau 7 : Diamétres des zones d’ inhibition en fonction de la nature de I’ extrait (Bessi, 2017).

Diametre des zones d’ inhibition (mm)
Souches
Extraits Aqueux Ethanolique Meéthanolique
Escherichia coli 10,5 11,5 7
Staphylococcus aureus 12,5 15 15
Pseudomonas 11 9 10
aeruginosa
Enterococcus faecalis 11,5 15 12
Candida tropicalis - - -

* (-) : pas de diamétre

Les extraits de fruit de Zizyphus lotus non seulement présentent un effet inhibiteur
sur la croissance de certaines bactéries impliquées dans les maladies et les intoxications
chez I'hnomme, mais aussi sur certains champignons responsables de la toxicose du
bétail; cette activité a été évalué in vitro par Rsaissi et ses collaborateurs en 2013 sur 4
espéces des champignons : Fusarium culmorum, Aspegillus ochraceus, Penicillium

italicum et Rhizomucor sp.

Ils ont récolté les fruits de Zizyphus lotus dans la région d'el Brouj a la Région de
la Chaouia (Maroc), dénoyauté et broyé aprés les avoir séchés a 40°c pendant un jour,
ensuite les transformés en poudre fine, I'extraction a été réalisée avec 3 solvants de
polarité croissante : éther de pétrole suivi de dichlorométhane et terminé par du
méthanol. lls ont utilisé 50 g de poudre fine de la pulpe et 400 ml de chaque solvant,
chaque macération était sous agitation mécanique pendant 24h. Les extraits ont été
filtrés a l'aide du papier Wattman et concentrés sous vide avec évaporateur rotatif a
40°C.
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Enfin, ces extraits étaient conservés au réfrigérateur a 4°C jusqu'a utilisation.
L'évaluation de l'activité antifongique des extraits de fruit a été déterminée par la
technique du milieu empoisonné. Ainsi, ils ont ajouté 1g de chaque extrait a 50 ml de
culture PDA nutritif moyen, qui est fondu a une température de 50°C, pour obtenir une
concentration de 20 mg/ml, un contrle négatif sans extrait et un contréle positif

contenant le fongicide difénoconazole a raison de 30 pg/ml ont été utilise.

A partir du 5°™ jour d'incubation, ils ont fait I’ évaluation pour savoir quelles sont les
plus résistantes, en mesurant le diametre de croissance de chaque dép6t de quatre
espéces de champignons testées.

Dans le 5°™ jour d'incubation, l'activité antifongique de tous les extraits a diminué de
maniere significative, sauf dans le cas de Fusarum culmorum face a l'extrait
méthanolique qui est resté trés actif (76 %) contre le champignon. Ainsi, & lI'exception
d'Aspergillus ochracerus qui a montré une certaine résistance (taux d'inhibition de 17-
18%), les trois autres especes de champignons ont montré un effet moyen (33-50%)
(Tableau 8).

Tableau 8 : L'activité antifongique des extraits de fruit de Z.Lotus (Rsaissi et al., 2013).

Souches Penicillium Fusarium Aspegillus Rhizomucor sp
Extraits italicum culmorum ochraceus
Etherique 41% 42% 18% 40%
Dichlorométhanique | 33% 33% 17% 33%
Méthanolique 50% 76% 18% 45%
Difénoconazole 70% 50% 58% 66%

Ils ont conclu que Fusarum culmorum est l'espece la plus sensible aux différents
extraits de fruits de jujubier. En effet, sa sensibilité a ces extraits dépassait celle obtenue

pour le fongicide (difénocazole) utilisé dans le traitement des semences de céréales.
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L’ utilisation de différents solvants a polarité différente permet de séparer les

composés phenoligues selon leur degré de solubilité dans le solvant d’ extraction.

L'extraction par les solvants a polarité croissante a été utilisé aussi dans le cas des
bactéries, d’ apres ce projet de fin d’ étude réalisé par Djemai Zoughlache Soumia
(2009), les fruits du Zizyphus lotus, récoltés des régions de Batna pour tester I’ activité
antimicrobienne des souches lesquelles : Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella thyphimurium, Klebsiella pneumoniae et
Candida albicans.250 g de poudre ont été extraits avec 2000 ml d” éther de pétrole et
placés sous agitation pendant 24h. Apres filtration sur papier Wattman, le marc est
ensuite mis en agitation avec 2000 ml de dichlorométhane pendant 24h, puis 2000 ml
de méthanol pendant aussi 24h. Les 3 types extraits ont été concentrés sous vide au
rotavapeur. Une macération aqueuse a également été effectuée sur 50 g de poudre avec
500 ml d’ eau distillée et placés sous agitation pendant 24h. Apres filtration, I’ extrait
était lyophilisé. Cette méthode d’ extraction menée a température ambiante et sous
agitation contenue, permet d’ extraire le maximum des composants bioactifs et de
prévenir leur dénaturation ou modification probable, dont la température élevée
provoque I’ inactivation des composés phénoliques, la diminution de leur extractibilité

dans le solvant, affecte aussi leur quantification (Hagermann et al., 2000).

La méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé a été utilisé, pour les
souches bactériennes, le milieu Mueller Hinton, et le milieu Sabouraud pour la levure.
A la fin de la durée d’ incubation (18-24h pour les souches bactériennes et 48h pour la
levure a 37°C). Les résultats obtenus montrent que parmi les quatre extraits, I’ extrait
aqueux représente le rendement le plus élevé (40,4%), suivi par I’ extrait méthanolique
(6,4%), alors que les extraits apolaires possédent des rendements bas, dont I’ extrait
éthérique (0,36%) suivi par I” extrait dichlorométhanique (0,28%).

L’ extrait éthérique du Zizyphus lotus semble avoir I’ effet inhibiteur le plus
puissant, parmi les quatre extraits, en présentant des zones d’ inhibition de croissance
avec toutes les souches microbiennes sauf Salmonella thyphimurium, de méme cet
extrait montre la plus grande zone d’ inhibition, qui est apparue avec Escherichia coli
(une zone d’ inhibition > 45 mm), supérieure a toutes les zones obtenues apres test des

antibiotiques sur la méme souche (Amoxilline 22 mm, Cefoxitine 26 mm) (Tableau 9).
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Tableau 9 : Diametres des zones d’ inhibition de la croissance microbienne obtenus

par différents extraits du Z. lotus (Djemai, 2009).

Souche | Staphylococcus | Escherichia | Pseudomonas | Klebsiella | Salmonella | Candida
/ aureus coli aeruginosa | pneumoniae thyphi albicans
. murium
Extrait
ET 22,07£0,81 45,720 10,32+1,65 17,160 - 9+0
DCM 14,13+0,58 - - - - -
MT 16,45%0,49 6,29+0,05 9,76x£1,81 - - -
AQ 17,41£1,71 - - - 7£0 120

* (-) : pas de diametre

Les valeurs sont une moyenne de 3 a 4 essais + Standard déviation (SD) (les zones

sont mesurées en mm).

Les extraits polaires du Zizyphus lotus ont montré une activité antimicrobienne

avec toutes les souches microbiennes sauf Klebsiella pneumoniae, I’ extrait
méthanolique a montré des zones d’ inhibition avec trois souches bactériennes
Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, alors I’ extrait
aqueux a une activité avec Staphylococcus aureus, Salmonella thyphimurium et

Candida albicans.

Les extraits polaires montrent une présence de flavonoides plus importante que les
extraits apolaires, ceci peut étre attribué a la différence du degré de polarité des

flavonoides, dont les flavonoides polaires représentent la fraction la plus élevée.

Ci-dessous quelques exemples des zones d’ inhibition observées sur les cultures
microbiennes (figure 13).
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Zone d’ inhibitions de I’ extrait métanolique sur Zones d’ inhibition de I’ extrait éthanolique

sur Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus

=
Zones d’ inhibition de I’ extrait aqueux Zones d’ inhibitions de I’ extrait éthanolique

sur Staphylococcus aureus. sur Pseudomonas aeruginosa

Zones d’ inibitions de I’ exrait éthanolique sur Klebsiella pneumoniae

Figure 13 : Zones d” inhibitions obtenues par différents extraits du Zizyphus lotus (Djemai,
2009).
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D’ aprés ces trois études, les extraits des fruits de Zizyphus lotus varient en
fonction du solvant utilisé. L’ extrait éthanolique était le plus puissant suivi du
méthanolique et enfin I’ aqueux, en revanche selon la polarité croissante des solvants,
I’ extrait aqueux représente le rendement le plus élevé suivi du méthanolique puis
éthérique et enfin le dichlorométhanique. Selon les résultats obtenus, il apparait que
toutes les souches microbiennes testées sont inhibées au moins par I’ un des extraits, ce

qui confirme le spectre large de I’ activité antimicrobienne de ce fruit.

L’ utilisation de différents solvants a polarité différente permet de séparer des
composés selon leur degré de solubilité dans le solvant d’ extraction.

Les extraits polaires montrent une présence des flavonoides plus importante que les
extraits apolaires, ceci peut étre attribué a la différence du degré de polarité des
flavonoides, dont les flavonoides polaires représentent la fraction la plus élevée. Par
ailleurs, s'avérait que le Staphylococcus aureus (Gram positive) est la bactérie la plus
susceptible par comparaison avec les autres souches (Gram négative) ; ceci peut
s'expliquer par la différence de la structure entre les bactéries Gram positives et les
bactéries Gram négatives car la paroi cellulaire des bactéries Gram positives est
constituée d’ une seule couche alors que la paroi cellulaire des Gram négatives a une
structure multicouches liée par une membrane cellulaire externe (Ali-Shtayeh et
al.,1998).

Concernant l'effet de ces extraits sur les myceétes, plusieurs études sur l'interaction
hote-parasite lors d'infections fongiques, ont permis de mettre en évidence la toxicité
des substances phénoliques pour de nombreux champignons pathogenes en bloguant
I'activité des enzymes lytiques impliquées dans l'infection. Certaines de ces substances
sont induites par la pénétration du parasite dans les tissus de I'néte avant méme
I'infection. Parmi ces substances, on retrouve les acides phénoliques cinnamique ou
benzoique, les flavonoides ou iso flavonoides et leurs dérivés comme cela a été rapporté
par de nombreux auteurs. Ces produits chimiques sont des métabolites secondaires
présents dans différentes parties de la plante (racines, feuilles, fruit...etc.) et impliqués
dans les mecanismes de défense. Ils protegent la plante contre les attaques de micro-
organismes pathogenes (champignons et bactéries), de virus et d'insectes (Hariri et al.,
1991 ; wink, 1999).
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2. Etude de I’ activité antimicrobienne des extraits des feuilles de Zizyphus lotus

Dans une étude faite par Nacéra Tadjine (2019), les feuilles de Zizyphus lotus ont
été recoltées dans la Région de Medéa, nord de I'Algérie.30 g de la poudre des feuilles
séchées était utilisés pour préparer les extraits (agueux, métanolique, de chloroforme et
d'éthyle d'acétate) a des concentrations (0.628 ; 1.25 ; 2.5 ; 5 mg/ml) pour chacun

d'entre-eux.

L’ évaluation de I’ activité antifongique a été mise en évidence par la méthode de

contact direct sur le milieu PDA.

Les extraits préparés ont montré une activité antifongique contre les différents
isolats fongiques testés : Fusarium avenaceum, Fusarium culmorum, Alternaria sp et
Aspergillus niger. La plus grande zone d'inhibition de la croissance fongique a été
démontrée par I’ extrait d'acétate d'éthyle (96%) suivi d’ extrait chloroforme (85%).
D'autre part, les extraits méthanoliques et aqueux ont montré de faibles activités
inhibitrices, l'inhibition de la croissance semble modérée pour tous les isolats fongiques

a la CMI de 0,628 mg/ml, sauf pour Aspergillus niger (Tableau 10).

43



TRAVAUX REALISES

Tableau 10 : Résultats d’Inhibition de la croissance mycélienne selon la nature et les

concentrations de I'extraits de feuilles de Zizyphus lotus (Tadjine et al., 2019).

Extraits Concentration Diametres des zones d’ inhibition (%)
-1
(mg/ml~) Fusarium | Fusarium | Alternaria | Aspergillus
avenaceum | culmorum | alternata niger
Aqueux 5 92,9 62,5 90,3 0
2,5 70 50 86,5 0
1.15 ol 37,4 77,5 0
0,625 47 30 40 0
Métanol 5 97 85 86 6,42
2,5 76 70 77,5 59
1.15 72,2 51 71 0
0,625 61,1 45 60 0
Chloroforme 5 85,9 76 90,3 28,8
2,5 85,1 71 77,5 23,47
1.15 74.09 64 67,7 18
0,625 66,4 62,5 60 12
Ethyle 5 96,3 77,5 87,5 45,6
d'acetate 25 88,7 67,6 85,6 435
1.15 70,3 56 74,5 42
0,625 58,5 42,5 58,6 39

Selon le test de Tukey, Fusarium avenaceum était trés significativement inhibée
par le méthanol (97%) suivi par l'acétate d'éthyle, (96,3%), aqueux (92,9%) et
chloroforme (85,9%), de méme, aqueux et chloroforme ont montré une réduction de 90
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% de la croissance d'Alternaria sp, tandis que les extraits d'acétate d'éthyle et de
méthanol affichent une inhibition de 86% a 87 %. Dans le cas de Fusarium culmorum,
méthanol (85%) suivi d'éthyle acétate (77,5%), chloroforme (76%), aqueux (62,5%),
tandis que pour Aspergillus niger, I'éthyle acétate (45,6%) suivi de chloroforme
(28,8%) et extrait de méthanol (6,42%) présentait une activité antifongique tres faible.

Le teste Tukey : c'est un test utilisé dans le cadre d'une analyse post-hoc, pour s‘avoir

s'il existe ou non une différence significative entre plusieurs groupes de moyennes.

Dans une autre recherche rédigée par Meriem Elaloui (2017), deux extraits ont été
préparé par maceération : éthanolique et aqueux a partir de 1g de poudre des feuilles de
Zizyphus lotus récolté dans la région de Kairouan (Tunis) en été 2014. La mise en
évidence de I’ activité antimicrobienne des différents extraits est faite par la méthode
de diffusion par puits dans des conditions d'asepsie strictes, sur le milieu BTSC a trois
concentrations préparées pour chaque extrait : 5 mg/ml, 60 mg/ml, 100 mg/ml.

Selon les résultats, toutes les moisissures testées Fusarium solani, Botrytis cinerea
et Fusarium culmorum ont été affectés par différentes concentrations du plus faible au
plus fort, a partir des extraits aqueux et éthanolique, avec une forte sensibilité presque
de méme diametre entre (7mm et 22mm) (l'extrait éthanolique globalement efficace par

rapporta I’ extrait aqueux).

Cet effet important est di au confinement des extraits éthanoliques d'une grande
proportion de Tanins, par rapport a sa présence dans les extraits aqueux (Elaloui et al.,
2016).

Pour les bactéries testées : Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, on remarque
une absence de I’ activité inhibitrice a faible concentration 5 mg/ml de I’ extrait
aqueux, sauf pour Staphylococcus aureus ou il montre une faible activité inhibitrice, par
contre dans les concentrations élevées 60 mg/ml et 100 mg/ml, I’ extrait aqueux donne
une activité inhibitrice trés visible. Pour I’ extrait éthanolique toutes les bactéries
testées ont manifesté une sensibilitt méme a faible concentration (forte activité
inhibitrice).

Les extraits (extraits/macerats) aqueux et éthanoliques issus des feuilles du
Zizyphus lotus ont aussi un effet sur la réduction de la croissance fongique de deux

souches toxinogenes : Aspergillus flavus-parasiticus et Aspergillus ochraceus. Cette
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activité est due aux substances bioactives qui sont riches dans les feuilles telles que les

saponosides, alcaloides, flavonoides, tanins, stérols et terpenes.

Dans une autre étude faite par Slimani Alaa (2015), I’ évaluation de I’ activité
antifongique des extraits/macérats aqueux et éthanolique a été réalisée par la méthode
de la croissance radiale sur un milieu solide, et la méthode de la biomasse fongique sur

milieu liquide.

Les résultats de la croissance radiale indiquent que le macérat éthanolique des
feuilles a induit une diminution dans la croissance radiale des souches testées dont les
pourcentages d’ inhibitions ont été de 100% pour Aspergillus flavus-parasiticus et
Aspergillus ochraceus a la concentration 2ml. Par ailleurs, les autres extrait (extrait
aqueux, extrait éthanolique et le macérat aqueux) ont également induit une inhibition

importante de la croissance radiale.

Les résultats de I’ évaluation de la biomasse sur milieu liquide révelent
I’ efficacité des extraits étudiés vis-a-vis des souches testées en fonction de
I augmentation de la concentration de ceux-ci. La meilleure inhibition a été enregistrée
pour |’ extrait aqueux, extrait éthanolique et le macérat éthanolique contre
I’ Aspergillus ochraceus avec des pourcentages d’ inhibition de 100%, et celle de
I” extrait aqueux contre Aspergillus flavus-parasiticus avec 69.53% a la concentration
5ml.

Les valeurs obtenues et relatives a I'évaluation de la croissance radiale sur milieu
solide montrent que I'extrait des flavonoides des racines de la plante Zizyphus lotus a
donné le meilleur pourcentage d'inhibition 73.3% contre I'Aspergillus ochraceus a la
concentration 4,37x10-1 mg/ml, suivi de I'extrait des flavonoides des grains qui a donné
une inhibition de 55% contre I’ Aspergillus flavus-parasiticus a la concentration 1.091

mg/ml.

Les résultats de I’ évaluation de la biomasse sur milieu liquide montrent
I” efficacité des extraits étudiés vis-a-vis des souches testées en fonction de

I’ augmentation de la concentration de ces derniéres.

La meilleure inhibition est enregistrée pour I’ extrait des flavonoides des grains 61.92%
par rapport a I’ Aspergillus flavus-parasiticus et 83.34% relativement a I’ Aspergillus

ochraceus a la concentration a la 1.091 mg/ml.
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Non seulement les flavonoides contenus dans les feuilles de Zizyphus lotus ont un
effet sur la croissance fongique et sur la production des mycotoxines des deux souches
Aspergillus flavus-parasiticus et Aspergillus ochraceus productrices des aflatoxines et
d’ ochratoxine, les autres parties aussi possedent cette activité qui a été prouvé par
Slimani Alaa en 2019 sur le Zizyphus lotus qui pousse spontanément en zone saharienne

telle que la région de Béchar.

L” étude du pouvoir myco-toxicologique des souches utilisées a permis de déduire
que les souches Aspergillus flavus-parasiticus et Aspergillus ochraceus sont
productrices respectivement d’ aflatoxines et d’ ochratoxine A. Les résultats cités
précédemment sont confirmés par le test antimycotoxicologique sur la plague CCM. Le
test de I’ inhibition de la production de ces mycotoxines s’ est révélé positif par

I’ absence des fluorescences.

Yacine yahia (2020) a contribué dans I’ étude de cette plante médicinale ou il a
collecté ses feuilles dans deux localités différentes, Bengardane et Oued Esseder en
Tunisie (juillet 2018) qui ont été sechés, puis réduit en poudre. L’ extrait préparé :

I’ extrait méthanolique, a concentration de 10 mg/ml.

Les résultats des tests microbiologiques, contre les souches bactériennes :
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium et
Escherichia coli montrent une inhibition maximale contre Staphylococcus aureus avec
Z.lotus de Bengardane. Ainsi l'extrait de feuilles d'Oued Esseder s'est révélé plus
efficace contre toutes les souches bactériennes par rapport aux extraits de Bengardane.
Dans cette étude, I'effet inhibiteur était supérieur a celui rapporté par Naili (2010) dont
il a révélé qu'ils présentaient l'activité antibactérienne la plus élevée avec une zone
d'inhibition allant de 7 a 18 mm, et 10 a 15 mm respectivement, contre Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimurium et Escherichia coli (Tableau 11).
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Tableau 11 : résultats de I'activité antibactérienne des extraits des feuilles de Ziziphus lotus a

10 mg/ml contre les souches bactériennes (Yahai et al., 2020)

Diametres des zones d’ inhibition (mm)
Localités
Bengardane Oued Esseder
Micro-organismes
Staphylococcus aureus 13 12,2
Listeria monocytogenes 10 12,2
Salmonella typhimurium 12,2 11,2
Escherichia coli 10,6 11,8

D’ aprés ces études, il en ressort que I’ activité antifongique testée par les
différents extraits des feuilles de Zizyphus lotus dépend de : la nature du solvant utilisé
pour préparer I’ extrait car ¢’ est elle qui va extraire et faire sortir toutes les substances

bioactives de la plante qui sont responsables de cette activité.

- Les extraits alcooliques sont efficaces & 100% pour inhiber la croissance fongique par
rapport aux extraits aqueux, car tous les flavonoides et les polyphénols qui résident dans

les feuilles sont ressortis dans ces extraits.

- L’ extrait aqueux ne permet de ressortir que des tanins et faibles quantités de

saponines car la concentration de I” extrait est faible par rapport aux autres.

- L’ inhibition de I’ activité antifongique des différents extraits est due a I’ effet
toxique des composants d’ extraits végétaux sur la fonctionnalité et la structure de la

membrane cellulaire des mycetes.
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3. Etude de l'activité antimicrobienne des extraits des écorces des racines de

Zizyphus lotus

Dans un projet de fin d” étude réalisé par Lahmer Nadjet et Messai Soumia en
2017 sur les écorces des racines du Zizyphus lotus, récoltées de la région de Mila,ils ont
préparé deux extraits, en macérant 37,5 g de la poudre séchée dans 500 ml de méthanol
pendant 24h a température ambiante, ensuite I’ ensemble est filtré et évaporé a sec sous
pression réduite a 52°C. D'autre part 50 g de la poudre végétale est macérée dans une
500 ml d” eau distillée pendant 24h a température ambiante (environ 20°C),

I’ ensemble est filtré sur du papier filtre, ensuite lyophilise pour le réduire en poudre.
Des concentrations de : 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4,5 mg/ml, 6 mg/ml ont été
effectuées pour chaque extrait.

La lyophilisation permet par un processus de sublimation d” extraire I’ eau d’ un
produit préalablement congelé. Le procédé a lieu sous vide avec une température du
produit inférieure a -10°C (Delphine, 2008).

L’ activité antimicrobienne a été mise en évidence par la méthode de diffusion des
disques sur un milieu gélosé solide (Mueller Hinton) pour tester les souches suivantes :

Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.

Pour I’ extrait méthanolique les grandes zones d’ inhibition apparaissent sur
Staphylococcus aureus (8,33-10,80 mm) et Escherichia coli (7,33-9,00 mm), et pour les
deux autres souches Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis, les zones
d” inhibition n’ apparaissent qu’ aux concentrations de 3, 4,5 et 6 mg/ml (Tableau
12).
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Tableau 12 : Diamétres des zones d’ inhibition de la croissance microbienne (mm) obtenus par

différentes concentrations du I’ extrait méthanolique (Lahmer et Messai, 2017).

Concentration | Staphylococcus | Escherichia | Pseudomonas Bacillus
(mg/ml) aureus coli aeruginosa subtilis
1 8,33 7,33 0 0
2 8,70 7,70 0 0
3 9,36 8,16 7,26 0,78
4,5 10,10 8,50 7,70 0,83
6 10,80 9 8,30 0,88

Ci-dessous quelques exemples des zones d’inhibition observées sur les cultures

microbiennes de I'extrait méthanolique (figure 14).
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Zone d'inhibition (mm) de Zone d'inhibition (mm)
Staphylococcus aureus d’ Escerichia coli.

Zone d'inhibition (mm) de Zone d'inhibition (mm) de
Pseudomonas aeruginosa. Bacillus subtilis.

Figure 14 : Photos représentatives des zones d'inhibition (mm) de I’ extrait méthanolique sur
les bactéries testées (Lahmer et Messai, 2017).

Alors que pour I’ extrait aqueux, il y a une inhibition uniquement aux fortes
concentrations (4,5 et 6 mg/ml) contre trois souches bactériennes : Staphylococcus
aureus, Escherichia coli et Bacillus subtilis (une faible activité). Pseudomonas
aeruginosa montre un résultat négatif (pas d’ inhibition), ci-dessous quelques exemples
des zones d’inhibitions observées sur les cultures microbiennes (figure 15).

Ces résultats confirment 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 (Tableau 13).
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Tableau 13 : Diametres des zones d’ inhibition de la croissance microbienne (mm) obtenus par

différentes concentrations dans I’ extrait aqueux (Lahmer et Messai, 2017).

Concentration | Staphylococcus | Escherichia Pseudomonas Bacillus
(mg/ml) aureus coli aeruginosa subtilis
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4,5 6,36 7,06 0 6,46
6 6,96 7,60 0 7,23

Ci-dessous gquelques exemples des zones d’inhibitions observées sur les cultures
microbiennes de I'extrait aqueux (figure 15).
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Zone d'inhibition (mm) de Zone d'inhibition (mm) de
Pseudomonas aeruginosa Bacillus subtilis.

Zone d'inhibition (mm) de Zone d'inhibition (mm)
Staphylococcus aureus d’ Escherichia coli

Figure 15 : Photos représentatives des zones d'inhibition (mm) de I’ extrait aqueux sur les
bactéries testées (Lahmer et Messai, 2017).

Rocchettia (2020), a fait une étude sur les racines de Z. lotus du sud-est tunisien
(Boughara) récolté en avril 2015. Dans cette recherche, les extraits sont préparés par
deux méthodes différentes : la méthode d'extraction assistée par ultrasons et par
extraction conventionnelle, et leurs activités ont été testé sur 3 bactéries : Salmonella

enterica, Staphylococcus aureus et Listeria innocua.

Il a remarqué que S.aureus était le micro-organisme le plus sensible pour les extraits
de Z.lotus, avec une grande réduction significative et un taux de croissance (entre 47 et
52 %) indépendamment des modes de l'extraction ou la composition de l'extrait. En
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général, l'extraction par la méthode assisté par ultrasons montre une inhibition
légerement plus élevee du taux de croissance de S.aureus par rapport a la méthode
conventionnelle , suivi de S.enterica, seul l'extrait aqueux avec la méthode UAE a
montré un effet, réduisant le taux de croissance de 48 %. De méme que les résultats
trouvés pour S.enterica, les extraits aqueux de zizyphus lotus obtenu apres l'utilisation
de la méthode d’ extraction assisté par ultrasons ont montré une diminution du taux de

croissance de L.innocua, suivi de I'extrait hydroéthanolique

Autre étude menée par Medjkane (2017) testant des extraits alcooliques obtenus a
partir de racine de Z.lotus montre que la meilleure zone d'inhibition de croissance
bactérienne était observée contre Staphylococcus saprophyticus et Staphylococcus

aureus parmi 12 souches de bactéries pathogenes testées.

Ayaz en (2017) ont élucidé l'influence des extraits de Ziziphus lotus sur la
croissance bactérienne de certains probiotiques bactériens, entre autres Lactobacillus.
Ils ont observé que Lactobacillus casei montre la meilleure sensibilité contre I'extrait
obtenu a partir de cette plante par rapport aux trois autres bactéries du méme genre

(Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus jensenii).
Les différentes études sur I'écorce des racines démontrent :

- La sensibilité des micro-organismes aux différents extraits de cette plante est bien

corrélée avec la méthode d'extraction et/ou le solvant utilisé.

- L'extrait de Z.lotus montre une grande réduction significative de bactérie Gram
négative ou Gram positive indépendamment des modes de I'extraction ou de la

composition de I'extrait.

- La teneur en flavonoides et tanins des extraits de la plante a également un effet sur la

croissance bactérienne.

- Plusieurs facteurs ont une influence sur le taux de croissance de différentes bacteries :
La méthode d'extraction, la quantité utilisée de poudre, la concentration d'extraits et

extrait utilisé.
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CONCLUSION

Les données des travaux scientifiques étudiée fournissent une base scientifique
pour expliquer I’utilisation des espéces végétales comme le Zizyphus lotus en
pharmacopée traditionnelle comme remede pour soigner les différentes maladies et les

infections.

L activité biologique in vitro des extraits testés des différentes parties du Zizyphus
lotus (fruits, feuilles et racines), nous a permis d’extraire des résultats curieux qui
montrent que tous les extraits testés sont actifs. D’ailleurs toutes les souches
microbiennes testées (bactéries et levures) sont inhibées au moins par I’un des extraits,
ce qui confirme le spectre large de I’activité antimicrobienne de cette plante, cette
derniére dépend de la méthode d'extraction, la quantité utilisée de poudre, la

concentration d'extraits et le solvant utilisé.

Les analyses qualitatives effectuees ont mis en évidence la présence des composes
phénoliques, des flavonoides, des tanins et des saponines dans les différents extraits

utilisées (éthanolique, méthanolique, aqueux, éthériques...ect).

Les résultats ont montré que I’extrait éthanolique présente une activité inhibitrice
la plus élevée vis-a-vis les micro-organismes testés, et que la bactérie a Gram positif
sont les plus sensibles alors les bactéries a Gram négatif se sont avérées moins
sensibles. Cette activités a cause dconcentration de polyphénols, flavonoides et tanins
plus importante que les autres extraits. L extraction par macération semble la meilleure
méthode d’extraction, utilisée depuis longtemps pour extraire les substances bioactives
a partir des écorces d’arbres, ou a partir des fruits et des feuilles. Elle présente I’intérét
d’étre facile & mettre en ceuvre, et non codteuse, mais en revanche, elle nécessite

beaucoup de temps (24h-72h) et elle est peu sélective.

Cependant ces résultats restent insuffisants et non concluants parce que pour juger
une méthode qu’ elle est la plus adaptée pour, il faut passer par plusieurs expériences
qui doivent s’ effectuer dans les mémes conditions de laboratoire pour les différentes
techniques d’ extraction, ensuite on peut faire la comparaison entre leurs rendements,
ce qui va permettre de trancher et enfin désigner la meilleure entres elles en matiére

d’ extraction.
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Il serait donc intéressant d” accomplir ces études par d’ autres visant a adopter et
optimiser une méthode d’ extraction des molécules bioactives plus rentables et aussi

d'étendre I'éventail des tests antimicrobiens (tester autres microorganismes pathogenes).
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Activité antimicrobienne de la plante médicinale Zizyphus Lotus

Résumé

Ziziphus lotus est connue en Algérie sous plusieurs noms (Sidr ou le nebek), cette plante a depuis
toujours été utilisée en médecine traditionnelle, pour traiter plusieurs maladies respiratoires,
digestives et méme la glycémie. Au titre de ce mémoire, on a voulu connaitre son activité contre
les micro-organismes, en étudiant les différentes parties de la plante (Les feuilles, les fruits et les
racines), en evaluant des études scientifiques antérieures avec différentes expériences et
méthodes.

La majorité des expériences ont montré que divers extraits avaient un effet contre les
micro-organismes, avec des intensités differentes, et cela est dd a la quantité qu'ils contiennent
sur les tanins et les flavonoides, en plus de la méthode d'extraction et de la qualité de I'extrait

utilise.
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