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Résumé

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable de substances naturelles
bioactives, qui ont des applications dans les domaines  pharmaceutiques et
biomédicaux. Ziziphus lotus est une plante médicinale traditionnellement herbacée. Le
présent travail consiste a évaluer la richesse des fruits de cette plante en polyphénols totaux
et flavonoides. Aussi I’effet antioxydant et D’activité antimicrobienne (antifongique et
antibactérienne) des différents extraits préparés a partir du fruit Ziziphus lotus, ont été
examinés. L’extraction fractionnée apreés macération de 24h en utilisant des solvants de
polarités croissantes a permis de calculer les rendements qui été égal a 0,75% ; 5,70% et
0,40% pour I’hexane, le dichlorométhane et I’acétate d’éthyle respectivement. La
composition de ces extraits en polyphénols, flavonoides et en tanins est évaluée en adoptant
les méthodes de Folin-Ciocalteu, AICI3; Vanilline respectivement. Les résultats montrent que
I’extrait acétate d’éthyle donne les plus importants taux en polyphénols totaux (281,33+1,5
Mg EAG /mg d’extrait), en flavonoides (127,257+5.887 ug ER/mg d’extrait) et en tanins
(estimation qualitative) par rapport aux autres extraits. Le potentiel anti-radicalaire des
extrais a été determiné par la méthode de réduction du radical libre DPPH, les résultats
montrent que ces extraits possédent des activites antioxydant différentes dont la plus
importante est notée dans I’extrait ACET (21.48+0.47ug/ml). Les résultats de Iactivité
antimicrobienne montrent que I’extrait Hex exerce une activité antimicrobienne sur Bacillus
subtilis et Staphylococcus aureus. Pour le pouvoir antifongique, les extraits testés n’ont
aucune activité inhibitrice vis-a-vis de Penicillium sp, Aspergillus niger, Candida albicans,

Aspergilllus fumigatus.

Mots clés : Ziziphus lotus, polyphénols totaux, activités antioxydant, activité

antimicrobienne, pouvoir antifongique.



Abstract

Medicinal plants are an inexhaustible source of bioactive natural substances, which
have applications in the pharmaceutical and biomedical fields. Ziziphus lotus is a
traditionally herbaceous medicinal plant. This study aims to evaluate the richness of the
fruits of this plant in total polyphenols and flavonoids. The antioxidant effect and
antimicrobial activity (antifungal and antibacterial) of the different extracts prepared from
the Ziziphus lotus fruit were also examined. Fractional extraction after maceration for 24 h
using solvents of increasing polarity allowed the calculation of yields which were 0.75%);
5.70% and 0.40% for hexane, dichloromethane and ethyl acetate respectively. The
composition of these extracts in polyphenols, flavonoids and tannins was evaluated using
the Folin-Ciocalteu, AICI3, Vanillin methods respectively. The results show that the ethyl
acetate extract gives the highest rates of total polyphenols (281.33+1.5 pg GAE/mg extract),
flavonoids (127.257+5.887 ug RE/mg extract) and tannins (qualitative estimation) compared
to the other extracts. The anti-radical potential of the extracts was determined by the DPPH
free radical reduction method, the results show that these extracts possess different
antioxidant activities, the most important of which is noted in extract ACET
(21.48+0.47ug/ml).The results of the antimicrobial activity show that the Hex extract exerts
antimicrobial activity on Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus. For the antifungal
power, the tested extracts have no inhibitory activity against Penicillium sp, Aspergillus

niger, Candida albicans, Aspergilllus fumigatus.

Keywords: Ziziphus lotus, total polyphenols, antioxidant activity, antimicrobial activity,

antifungal power.
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Introduction

La demande croissante des consommateurs pour les aliments sdrs et de haute qualité
a incité les chercheurs a développer de nouveaux ingrédients qui peuvent étre inclus dans les
aliments et produits nutraceutiques. Pour cette raison, les recherches actuelles se concentrent
sur I’étude de sources naturelles telles que les fruits sauvages comestibles. Ces fruits sont
une source de composants bioactifs, tels que les vitamines, les glucides, les caroténoides, les
alcaloides, flavonoides, phénols, saponines, stéroides, triterpénoides et tanins (Abcha et al.,
2021).

En plus du fait que Z. lotus offre un délicieux fruit (jujube) qui était consommé frais, séché
et transformé comme aliment par les populations locales en quantités substantielles
(Abdoul-Azize, 2016). Cette plante a été utilisee en médecine traditionnelle, elle est utilisée
pour traiter les maladies du foie, I'insomnie et l'anxiété, les troubles digestifs et urinaires,

l'obésité, le diabete, infections de la peau, fievre et diarrhée (Memarpoor-Yazdi, 2013).

Plusieurs travaux scientifiques ont été réalises sur la présence de molécules biologiquement
actives chez Z. lotus (Abdoul-Azize, 2016). En effet, les fruits de cette plante sont largement
utilisés dans Il'alimentation humaine, favorisant la santé par la prévention des maladies en

raison de leurs valeurs nutraceutiques et pharmaceutiques élevees (Abcha et al., 2021).

Cette plante posséde des propriétés médicinales (antimicrobienne, antioxydante, anti-
inflammatoire, immunostimulante, anti- diabétique, hypoglycémique, sédatif et hypnotique,
analgésique et les activités d’hémagglutination (Memarpoor-Yazdi, 2013)) d’ou I'intérét
que nous donnant a cette étude pour arriver aux objectifs tracés et qui se résume dans
I’évaluation des propriétés phytochimiques, [Pactivit¢é antioxydant et [Dactivité
antimicrobienne des fruits de Ziziphus lotus. Pour cette raison, nous avons suivi les étapes

suivantes :

e Préparation de I’échantillon

e L’extraction fractionnée de 1’échantillon

e Analyse qualitative et quantitative des extraits obtenus en polyphénols, flavonoides
et tanins

e Etude de I’activité antioxydante des différents extraits du fruit du Zizyphus lotus, en
utilisant la méthode de DPPH.

e Etude de l’activité antimicrobienne des différents extraits du fruit du Zizyphus lotus

sur les bactéries et champignons.
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Chapitre 1 Généralités sur Ziziphus lotus

1. Description botanique

Le Ziziphus lotus L. (Z. lotus) est un arbuste fruitier épineux et trés ramifié de la famille
des Rhamnacées. Il pousse en touffes, ayant un diametre de quelques metres et peut aller
jusqu'a deux metres de haut (Bencheikh et al., 2023).
Les rameaux sont recourbés vers le bas, flexueux, blanc grisatre a épines par paires droites
ou recourbées (Ghedira, 2013) (figure 01).

Figure 01 : Arbre de Zizyphus lotus.

Les fruits sont des drupes sphérique, d'abord, verte, puis jaune, et enfin rouge fonce a
maturité (Figure 02). Leurs noyaux osseux biloculaires, ronds et petits sont recouverts d’une

pulpe demi-charnue et riche en sucre. (Figure 03) (Ghedira, 2013).
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Figure 02 : Fruits de Zizyphus lotus L.

. Graines
Fruits

Figure 03: Fruit compartments of Z.lotus.

Les feuilles sont petites, crénelées, obtuses, a trois nervures, glabres, alternes,
faiblement rigides, de 9 a 13 mm de long et de 7 a9 mm de large, a pétiole court (Figure
04) (Ghedira, 2013).
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Figure 04: Les Feuilles de Zizyphus lotus.

Les fleurs de Z. lotus sont petites, axillaires, bisexuées, pentameres et regroupées dans
une inflorescence cymeuse, avec des sépales ouverts dans I'étoile, de petits pétales et un
ovaire supérieur, fleurissant en juin-juillet (Figure 05) (Bencheikh et al., 2023).

Figure 05 : Fleurs de Zizyphus lotus L (Saadoudi, 2019).

2. Nomenclature

Le mot Zizyphus provient de zizouf, nom arabe de Zizyphus lotus Lam dérivé de
’appellation arabe du jujubier de Barbarie (Munier, 1973), connue aussi sous le nom de «
Sedra » et ses fruits « Nbeg ». Il se trouve dans la région nord-africaine (Bencheikh et al.,

2023). D’autres synonymes sont aussi rapportés pour cette espéce (cités dans la littérature



Chapitre 1

Généralités sur Ziziphus lotus

comme : Zizyphus lotus Lam, Zizyphus lotus Aitch, Zizyphus lotus Blanco, Zizyphus
rotundifolia, Zizyphus lotoidea St. Lag, Rhamnus lotus L) (Ghedira, 2013). Le tableau 01

regroupe les dénominations internationales de Ziziphus lotus (Ghedira, 2013).

Tableau 01 : Dénominations internationales de Ziziphus lotus.

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

Anglais African jujube, Lote fruit, Lotus tree, lotus jujube, wild jujube

Allemand Wilde Jujube

Portugais Acufeifa-menor

Espagnol Espina de Cristo, Azufaifo africano, Arto, Arto blanco, Azufaifo ibérico

Arabe Zizouf <asn), sedra s, sidroas, sidr barri e o

Berbere amezmem

(Maroc)

3. Classification

Tableau 02 : Classification botanique de Ziziphus lotus (Ghedira, 2013).

Regne Végétal

Embranchement Magnoliophyta (= Phanérogames)
Sous-embranchement Magnoliophytina (= Angiospermes)
Classe Magnoliopsida (=Dicotylédones)
Sous-classe Rosidae

Ordre Rhamnales

Famille Rhamnaceae

Tribu Zizyphae

Genre Zizyphus

Espéce Zizyphus lotus (L.) Desf
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4. Répartition géographique

4.1.Répartition dans le monde

Le Z. Lotus se trouve principalement dans les régions arides et semi-arides, avec une
répartition importante en Chine, en Iran, en Afrique (largement répandue dans la région
mediterranéenne, y compris (Maroc, Tunisie, Libye et Algérie), en Corée du Sud et en
Europe (notamment a Chypre, en Espagne, en Grece et en Sicile) (Abdoul-Azize, 2016)
(Figure 06).

Figure 06 : Aire de répartition de la famille des rhamnacées dans le monde

(Dupont et Guignard, 2012).

4.2 .Répartition en Algérie

Cet arbre est particulierement trouvé dans les dunes de sable de la région saharienne
algérienne, ainsi que dans les zones arides et semi-arides ou il occupe différents types de
sols (Moulessehoul et al., 2023). Il est trés répandu dans les régions de Ain Ouessara,
Maessad (willaya de Djelfa) (Benammar et al., 2010) et dans la région de Relizane (Ouest
de I'Algérie) (Moulessehoul et al., 2023) (Figure 07).
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Figure 07 : Aire de répartition du Ziziphus lotus en Algérie (Quezel et Santa, 1962).

5. Caractéristiques écologiques

Z. lotus peut s'adapter a un large éventail de circonstances climatiques. En raison de sa
floraison tardive, il résiste aussi bien aux gelées hivernales (-15 °C), qu'aux gelées
printaniéres. C'est une plante solaire réservée aux climats chauds et secs et supporte bien la
sécheresse et la chaleur (jusqu’a 45 °C). Différents types de sols sont tolérés par Z.
lotus. Mais elle prefére les sols profonds et sableux, neutres a legerement alcalins. Cette
plante peut étre rencontrée dans les zones désertiques a tres faibles précipitations et pousse
dans les zones rocheuses, les falaises et les contreforts. Il se reproduit végétativement avec
une faible propagation par plantule, son optimum thermique est de 35 °C (Moulessehoul et
al., 2023).

Le jujubier est donc une espéce fruitiéere a recommander dans les régions arides ou sub-
arides en raison de la sévérité des conditions écologiques et des ressources en eau tres

limitées, dans les zones du Sahara notamment.

6. Utilisations de Z. lotus
6.1.Utilisation alimentaire
Le jujube a longtemps fait partie de lI'alimentation de certaines populations, a savoir, les
habitants de la Libye de l'antiquité (Golfe de Gabeés), dont la nourriture de base était
constituée par la «lotos», le fruit du jujubier. Ces populations, en faisaient du pain, du vin et

une ligueur (Munier, 1973).
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Aujourd'hui, le jujube est largement consomme par les populations d'Afrique du nord, du
Moyen Orient et en Chine (Munier, 1973). En Tunisie par exemple, le Nbeg est apprécié
comme friandise plu que comme aliment (Ghedira, 2013). Aussi, les fruits sont séchés et
réduits en une farine pour faire des galettes de saveur trés agréable (Ghedira, 2013). Les
jujubes sont également utilisés en confiserie, en patisserie, aprés avoir été transformés en
pate ou en farine apres sechage. En Inde et au Pakistan, les jujubes sont utilisés dans la
confection de différents produits condimentaires : Chutney, pickles (Munier, 1973).

6.2.Utilisation médicinale
Zizyphus lotus L été principalement étudiée en Inde et au Pakistan, en raison de la grande
extension de la culture de cet arbre fruitier dans ces pays ( Munier, 1973).

En Algérienne Zizyphus lotus L est utilisé en médecine traditionnelle pour ses activités
antidiabétiques, sédatives et hypoglycémiques (Dahlia et al., 2020 ; Benammar et al.,
2010). Les propriétés médicinales dépendent de la partie la plante utilisée et de l'extrait
utilisé (éthanolique, butanolique etc.) (Benammar et al., 2010).

Les feuilles et les fruits réduits en poudre et mélangés avec de I’eau ou du lait sont

utilisés au Sahara central comme emplatres sur les furoncles (Ghedira, 2013).

L'écorce de racine est connue pour son activité antidiabétique (Benammar et al., 2010).
Et la racine écrasée et exprimée laisse couler un jus qui serait efficace dans les cas de

leucomes oculaires (Ghedira, 2013).

Zizyphus lotus L a été utilisée en meédecine traditionnelle pour ses effets anti-
inflammatoires, antifongiques, antibactériens, anti-ulcérogenes, antipyrétiques, antiviraux et
effets immunomodulateurs (Chentouf, 2018), ainsi que dans le traitement de la diarrhée et
la fievre (Dabhlia et al., 2020). Elle peut aussi étre utilisé dans le traitement des affections
urogénitales, rhumatologiques, neurologiques, thyroidiennes et typhoides (Dahlia et al.,
2020).

6.3.Autres utilisations

Les feuilles sont largement employées comme une réserve fourragére d’appoint pour les
chameaux et les chevres ou utilisées pour laver les cheveux en Arabie Orientale (Saadoudi,
2019). Les rameaux secs et épineux du jujubier sont utilisé pour former des clétures
défensives (Adzu et al., 2003). En Afrique, le bois du jujubier est utilisé pour la sculpture

et la menuiserie (Epfraim et al., 1998).
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Chapitre 2 Les métabolites secondaires

1. Définition des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires végétaux sont des composés produits par les plantes qui ne
sont pas essentiels a leur croissance, leur développement ou leur reproduction, mais qui ont
souvent des réles importants dans la défense contre les prédateurs, les interactions avec

d'autres organismes et d'autres processus écologiques (Mansour, 2009).

Donc les métabolites secondaires, bien que de petite taille (quelques centaines de
daltons), présentent une structure complexe et originale qui leur confere une grande stabilité
(Le Pogam et al., 2015). Des milliers de métabolites (au moins 30 000 structures
caractéristiques) identifiés et classés en fonction de leurs affiliations chimiques (Judd et al.,
2002). Les métabolites secondaires se trouvent dans toutes les parties des plantes, mais leur
répartition varie selon leurs fonctions et differe d'une plante a l'autre (Bruneton, 1999 ;
Zenk et al., 2007).

2. Les réles des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires ont fait ’objet de recherches approfondies, présentent des
intéréts divers et sont utilisés dans les industries alimentaires, cosmétiques et
pharmaceutiques (Epifano et al., 2007). Ils sont largement employés en thérapie pour
protéger les vaisseaux sanguins, réduire I'inflammation, agir comme antioxydants (Epifano
et al., 2007).

IIs ne sont pas directement impliqués dans le développement des plantes mais

interviennent dans les relations avec les stress biotiques et abiotiques (Leurent, 2012).

Ils contribuent donc trés efficacement a la résistance des plantes a divers stress.
Antiherbivore (par ex. menthe), inhibition de I'attaque d'agents pathogénes par des bactéries
et des champignons, prédation sur les insectes, protection contre la sécheresse et les rayons

UV. Cependant, ils peuvent étre antinutritifs (Sandrin, 2004).

D’un point de vue applicatif, ces molécules constituent la base des principes actifs des

plantes médicinales (Mansour, 2009).

3. Les familles des métabolites secondaires
On peut identifier trois grandes familles des métabolites secondaires : les Terpénes, les

Alcaloides et les composés phénoliques. (Benkiki, 2006).
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3.1. Les terpénes

Il s’agit d’hydrocarbures formés par assemblage de deux ou plusieurs unités
isopréniques (Belhachat, 2019), ils constituent un vaste groupe de métabolites naturels
distincts, dont beaucoup ont été découvert dans les plantes. Les terpénes découverts et isolés
de plantes ont été utilisés largement dans les aliments, les cosmétiques, les produits
pharmaceutiques, et dans diverses applications biotechnologiques (Jiang et al., 2016).

3.2. Les Alcaloides

Les alcaloides sont des composés basiques contenant de 1’azote d’origine naturelle ou
I’atome d’azote fait partic d’un cycle chimique complexe, ils ont une activité
pharmacologique notable. De plus, les alcaloides ont la particularité de réagir avec des sels
de métaux lourds, facilitant ainsi leur identification a l'aide de réactifs tels que Mayer,
Dragendorf (krief, 2003).

3.3.Les Composés phénoliques

3.3.1. Définition des polyphénols

Les polyphénols constituent I'un des groupes de substances les plus courants et les plus
répandus dans les plantes a fleurs, présents dans tous les organes végetatifs, ainsi que dans
les fleurs et les fruits (Ferrazzano et al., 2011). D’aprés, Ferrazzano et al., 2011, plus de
8000 structures phénoliques sont actuellement connues. lls proviennent bio génétiqguement
de deux voies de synthése principales : la voie du shikimate et celle de I’acétate
(Balasundram et al., 2006 ; Lugasi et al., 2003).

Ces métabolites secondaires sont impliqués dans la défense chimique des plantes contre
les prédateurs et dans les interférences plante-plante (Ferrazzano et al., 2011). Ils jouent
également un réle important dans la croissance et la reproduction et dans la protection contre
les agents pathogénes (Balasundram et al., 2006). Les composés phénoliques présentent un
large éventail de propriétés physiologiques, telles que des effets anti-allergéniques, anti-
arthérogenes, anti-inflammatoires, antimicrobiens, antioxydants, antithrombotiques,
cardioprotecteurs et vasodilatateurs (Balasundram et al., 2006). En effet, de nouvelles
découvertes suggerent divers mécanismes d'action potentiels par lesquels les polyphénols
pourraient prévenir les maladie, tels que I'inhibition des enzymes de réplication bactérienne,

linduction de [l'apoptose dans les cellules tumorales, Ila stimulation des
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monocytes/macrophages pour produire des cytokines et la stimulation de Ila
myéloperoxydase (Ferrazzano et al., 2011).

3.3.2. Classification des polyphénols

Leur classification se fait selon le nombre de cycles phénoliques et les éléments
structurels qui lient les cycles les uns aux autres, ces composés sont regroupes et classés en
phénols simples, acides phénoliques, flavonoides, xanthones, stilbénes et lignanes (Vuolo et
al., 2019) (Figure 08).

Acides phénoliques «

Polyphénols

|

Flavonoides

e Flavones e Gallotanins
¢ Flavonols e Ellagitanins
e Flavanones e Tanins complexes
e Flavanols e Tanins condensés

e Dihydroflavonols

Figure 08: Classification des polyphénols (Ferrazzano et al., 2011).
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3.3.3. Les principales classes de polyphénols
A/ Les flavonoides
Définition et localisation des flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques benzo-y-pyrone qui appartiennent
a une classe de pigments végétaux hydrosolubles (Scheidt et al., 2004), ils sont produits
dans les plantes comme métabolites secondaires. Dans leur structure chimique, les
flavonoides ont trois anneaux (C6-C3-C6) comme squelette de base (Shen et al., 2022). Plus
de 6 000 molécules de flavonoides différentes ont été identifiées. Les flavonoides sont
présents dans les légumes, les fruits et les boissons telles que la biere, le vin, le thé et les
boissons aux fruits (Ghedria, 2005 ; Scheidt et al., 2004).

Chez les plantes, les flavonoides se trouvent dans les fleurs, les feuilles et les graines, et
s'accumulent généralement dans les vacuoles des cellules végétales sous forme de glycosides
(Scheidt et al., 2004).

Classification des flavonoides

Elle se fait sur la base des différences structurelles, les flavonoides sont généralement
classés en sept sous-classes : flavonols, flavones, isoflavones, flavanones, flavanols et
dihydroflavonols (Ghedria, 2005 ; Scheidt et al., 2004) (Tableau 04).

Tableau 03 : Principales classes des flavonoides et leurs structures (Ghedria, 2005).

Classes Structures Exemples

Flavones - Apigénine
Lutéoline

Flavonols Quercétine
Kaempférol
Myricétine
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Flavanones Naringénine

Flavanols Catéchine

Dihydroflavonols Dihydrokaempférol
Dihydroquercétine

Isoflavone Genistein
Daidzein

Les propriétes des flavonoides

Il a été démontré que ces molécules présentent une activité antibactérienne, anti-
inflammatoire, antiallergique, antimutagéne, antivirale, antinéoplasique, antithrombotique,
modulatrice de la biosynthése du cholestérol et vasodilatatrice. En les testant sur des
animaux, les flavonoides ont révélé une activité anticancéreuse et sont donc suggérés pour
la prévention et le traitement des dommages oxydatifs des particules lipoprotéiques et des

membranes cellulaires (Scheidt et al., 2004).

- Propriétés antioxydante
L’activité antioxydante est la propriété la mieux décrite, c’est celle de la capacité des
molécules a piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OH-), anions superoxydes

(02-) et radicaux peroxylipidiques, selon la réaction suivante :
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Flavonoide (OH) + Re — flavonoide (O¢) + RH

Les flavonoides stabilisent les radicaux libres par le biais de leur groupement hydroxyle
(C3-0OH) fortement réactif. 1ls sont aussi des chélateurs des ions métalliques largués a partir
de leurs protéines de fixation ou de transport qui peuvent renforcer ces effets déléteres par
la production des radicaux hydroxyles (OH). Les flavonoides sont aussi capables d’inhiber
la carcinogenése. Ils inhibent I’angiogenése, la prolifération cellulaire et affectent le

potentiel invasif et métastatique des cellules tumorales (Ghedira, 2005).

- Propriétés antibactérienne et antivirale

Dans certains cas, les flavonoides (en particulier les chalcones) ont montré des activités
anti bactériennes jusqu'a six fois plus fortes que les médicaments standards sur le marché.
Certains dérivés synthétiques des flavonoides présentent aussi des activités antibactériennes
remarquables avec une activité 20 a 80 fois plus puissante que le médicament standard contre
les bactéries Gram-négatifs et Gram-positifs multirésistants (dont Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus) (Farhadi et al., 2018).

Les flavonoides atténuent le pouvoir infectieux de certains virus. En effet, ils affectent
la réplication intracellulaire des virus respiratoire syncytial (VRS), de I’herpés simplex

virus (HSV) et des adénovirus (Ghedira, 2005).

- Propriétés antiallergique

Les flavonoides sont également connus pour leurs effets antiallergiques. Leur action se
fait par I'inhibition des enzymes qui favorisent la libération d’histamine a partir des
mastocytes et des basophiles comme I’ AMPc phosphodiestérase et la Ca*™* ATPase. En outre,
la quercétine exerce un puissant effet inhibiteur de la libération d’histamine a partir des

mastocytes (Ghedira, 2005).

- Propriétés anti-inflammatoire

Les travaux antérieurs réalisés in vitro ont montré que plusieurs flavonoides sont
capables de modifier le métabolisme de I’acide arachidonique plaquettaire. La myricétine et
la quercétine bloquent I’action des cyclo-oxygénase et lipoxygénase a des concentrations
relativement élevées. A faibles concentrations, c’est la lipoxygénase qui est inhibée

préférentiellement (Ghedira, 2005).
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- Propriétés inhibitrices d’enzymes

Les flavonoides sont des inhibiteurs a I’égard des enzymes de 1’inflammation tel que le
cyclo-oxygénase et la lipoxygénase ; ils inhibent aussi I’aldose réductase et la
phospholipase A2 (Ghedira, 2005).

- Propriétes anti-ulcérogénes
Les flavonoides sont capables de protéger la muqueuse gastrique contre divers agents
ulcérogenes. L’hypolaetine-8- glucose, flavonoide présent dans diverses espéces du genre

Sideritis, présente une activité anti-ulcérogene significative (Ghedira, 2005).

B/ Les tanins
Définition et localisation des Tanins

Les tanins sont des composés hautement hydroxylés qui comprennent une grande
diversité de structures chimiques. Ces composés phénoliques des plantes supérieures sont
des métabolites secondaires de poids moléculaire allant jusqu'a 20 000 Da, et ils partagent
la capacité a former des complexes avec les glucides et les protéines. lls se trouvent soit
dissous dans la séve vacuolaire de certaines cellules parenchymatiques, soit dans des cellules
comme les idioblastes. Ils sont largement répandus dans les aliments d’origine végétale,
notamment dans les graines de légumineuses, les céréales, les fruits, les noix et les légumes,
ainsi que dans diverses boissons comme le vin, le thé, le cacao, les noix et le cidre (Montes-
Avila et al., 2018 ; Hassanpour et al., 2011).

Classification des Tanins

Avant, elle se basée sur leur résistance ou non, a I'hydrolyse en présence de I'eau chaude

ou des enzymes. On distingue les tanins hydrolysable et les non hydrolysable/condensé.

Les tanins hydrolysables englobent les polyesters de l'acide gallique et de l'acide
hexahydroxydiphénique (respectivement gallotanins et ellagitanins), alors que les tanins
condensés comprennent les oligomeres et les polyméres composés de noyaux favan-3-ol
(proanthocyanidines). Plus récemment, les tanins sont classés selon leurs caractéristiques
structurelles, en quatre grands groupes (Figure 09) : Gallotanins, -Ellagitanins, Tanins

complexes et Tanins condensés (Montes-Avila et al., 2018 ; Sieniawska et Baj, 2017).
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Tanins

Gallotanins

Ellagitanins

Tanins
condensés

Tanins
complexes
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Figure 09: Classification des tanins et leur structure (Khanbabaee et Van Ree, 2001).

Gallotanins : Les gallotanins sont les tanins hydrolysables les plus simples, contenant un
résidu polyphénolique et un résidu polyol. Méme si une grande variété de ces residus de
polyol sont possibles, la plupart des gallotanins isolés provenant de plantes contiennent un
résidu polyol dérivé du D-glucose (Montes-Avila et al., 2018 ; Khanbabaee et Van Ree,
2001).

Ellagitanins : Les ellagitanins constituent la classe la plus connue de tanins. Ils sont formés

a partir des gallotanins par l'action oxydative. Couplage d'au moins deux unités galloyle,
donnant une unité HHDP axialement chirale (Montes-Avila et al., 2018 ; Khanbabaee et
Van Ree, 2001).

Tanins complexes : Les structures des tanins complexes sont construites a partir d’une unité

gallotannin ou une unité ellagitannin, et une unité catéchine. Un exemple de cette classe de

substances est l'acutisimine A (Sieniawska et Baj, 2017 ; Khanbabaee et Van Ree, 2001).

Tanins condensés : Ce sont des polymeres de flavan-3-ols (appelés aussi catéchines) et de

flavan-3,4-diols (appelés leucoanthocyanidines), ou un mélange des deux. Les tannins
condensés sont des polymeres de fort poids moléculaire, les plus couramment décrits faisant
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5 000 Da, mais on en a découverts de plus de 30 000 Da. De structure plus complexe, ils
sont de loin les tannins les plus largement rencontrés dans les plantes vasculaires, des
dicotylédones aux plantes plus primitives, fougéres et gymnospermes. On les appelle
également proanthocyanidines, car les tannins condensés produisent des anthocyanidines
quand on les chauffe dans 1’acide (Sieniawska et Baj, 2017 ; Peronny, 2005 ; Khanbabaee
et Van Ree, 2001).

Les propriétés des Tanins

- antibactérienne et antivirale
Les tanins sont largement reconnus pour leurs effets antimicrobiens. En 1986, Kakiuchi
et ses collaborateurs ont examiné plusieurs médicaments traditionnels chinois a base de tanin
qui ont montré une activité antibactérienne contre Streptococcus mutans (De Bruyne et al.,
1999).

Les tanins condensés galloylés ont les plus puissantes activités quant a leurs propriétés

antibactériennes (De Bruyne et al., 1999).

L'activité antivirale est due a la liaison des molécules de tanin a I'enveloppe protéique
du virus ou a la membrane de la cellule héte. L'adsorption du virus et par conséquent, sa
pénétration sont ainsi arrétées (De Bruyne et al., 1999). Dans certains cas, la liaison
n'entraine que des modifications mineures sur la surface virale, permettant toujours la

pénétration, mais empéchant le dévoilement du virus (De Bruyne et al., 1999).

Les tanins seraient bactériostatiques ou bactéricide pour Aeromonas sobria, Bacillus
anthracis, B. cereus, B. subtilis, B. stearothermophilus, Clostridium bolulinum, C.

perfringens, Desufomaculum nigrificans (Chung et al., 1998).

Au contraire de l'acide gallique, l'acide tannique et le gallate de propyle, présentaient
une inhibition de la croissance des bactéries d’origine alimentaire dont Alcaligenes faecalis,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, K. pneumonia, Listeria monocytogenes Scot A, L.
monocytogenes IAl, Proteus vulgaris, Pseud.fluorescens. Salmonella enteritidis, S.
paratyphi, Shig flexneri, Staph aureus, Strept faecalis, Strept pyogenes et Yersinia
enterocolitica. Les agents pathogenes des poissons aquatiques tels que Aeromonas
hydrophila, A. sobria, Edwardsiella ictaluri, E. tarda, Escherichia coli et Pseud fluorescens

étaient inhibés par les tanins (Chung et al., 1998).
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- antifongique

Diverses levures dont Saccharomyces cerevisiae et les champignons filamenteux tels
qu’Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Chaetomium cupreum, Colletotrichum graminicola,
Coniophora olivacea, Coriolus versicolor, Crinipellis perniciosa, Fomes annosus,
Gloeophyllum trabeum, Merulius lacrymans, Penicillium, Poria monticola, Trametes
hirsuta et Trichoderma viride sont inhibés par les tanins de différentes préparations (Chung
et al., 1998).

- antioxydante

Les tannins sont répandus dans de nombreux aliments d'origine végétale et présentent
de grandes capacités anti-oxydantes grace a leurs structures riches en noyaux phénolique
(Peronny, 2005). IIs peuvent donc étre d’importants antioxydants alimentaires. Le potentiel
de tanins pour diminuer la digestibilité des nutriments doit étre mis en balance avec leur

potentiel a servir d’antioxydants biologiques (Hagerman et al., 1998).
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Chapitre 3 Les propriétés phytochimiques de la plante

1. Composition biochimique de Ziziphus lotus

1.1. Métabolites primaires
Le Ziziphus lotus contient différents métabolites primaires (Tableau 03).

Tableau 04 : Pourcentage de la composition en métabolites primaires du Ziziphus lotus :

Meétabolite Pourcentage(%b) Référence

Protéines 19,11% (Chouaibi et al., 2003)
Lipides 32,92%

Carbohydrates 40,87%

Vitamine AetC (Abdoul-Azize, 2016)

1.2.Métabolites secondaires

Ziziphus lotus est riche en polyphénols, alcaloides cyclopeptidiques, et saponines
(Abdoul-Azize, 2016) (Tableau 04).

Tableau 05 : Composition en métabolites secondaires des différents organes du Zizyphus lotus.

Organe végétal Composition chimique Références

Fruits -flavonoides (Boussaid et al., 2018)
-Tanins
-Alcaloides (Borgi et al., 2007)
-Saponines

Ecorce des racines -Flavonoides (Borgi et al., 2007)
-Tanins.
-Alcaloide cyclopeptidiques (Ghedira, 2013)
-Saponines

Feuilles -Flavonoides (Borgi et al., 2007)
-Tanins
-Alcaloides (Ghedira, 2013)
-Saponines de type:jujuboside B
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2. Les activités biologiques de Ziziphus lotus

2.1. Activité antioxydant

Plusieurs études rapportent que les extraits de Z. lotus présentent des propriétés
antioxydantes. En effet, cette plante renferme de nombreux composés antioxydants tels que
les acides phénoliques, flavonoides, alcaloides et saponines. Des travaux antérieurs ont
montré que ces composants préviennent le stress oxydatif en réduisant de fagon intéressante
les especes réactives de I’oxygéne (ROS). De nombreuses études réalisées in vitro ont
démontré la capacité des différentes parties de Z. lotus a piéger les radicaux libres. Z.
lotus possede le pouvoir antioxydant le plus élevé dans la fraction MeOH-H,O (EI cadi et
al., 2020).

L'extrait méthanolique de Zizyphus lotus posséde une activité antioxydante
considérable, qui peut étre utilisee dans l'industrie pharmaceutique pour traiter les maladies

causées par le stress oxydatif (khouchalaa et Tijane, 2020).
2.2.Activité antibactérienne et antifongique

Des études in vitro ont élucidé les effets des extraits de Z. lotus sur la croissance de
plusieurs espéces de bactéries et de champignons. lls ont démontré que les extraits étherique
et méthanolique de fruits de Z. lotus présentaient des effets bactéricides. Ces activités
antimicrobiennes des fruits de Z. lotus semblent étre provoquées par des composés
phénoliques contenus dans cette partie de Z. lotus. Dans I'ensemble, ces rapports ont fourni
la preuve que Z. lotus possede des effets antibactériens qui pourraient étre considerés comme
une source de biomolécules naturelles pour produire des bactéricides et des fongicides
(Benammar et al., 2010). D’aprés Naili et al. (2010) les extraits methanoliques de Ziziphus
lotus ont montré de bons effets inhibiteurs vis-a-vis des bactéries Gram-positif et sans effets

contre les espéces bactériennes Gram-négatif.
2.3. Activité antiinflammatoire et Immunomodulatrice

Les extraits aqueux et méthanoliques des écores de racine de Z lotus ont montré un effet
anti-inflammatoire significatif ( Borgi et al., 2007).. En outre, des recherches antérieures
indiquent que des extraits de diverses parties de Z. lotus possédent des propriétés
immunosuppressives, I'extrait aqueux de pulpe, de graines, de feuilles, de racines et de tiges
de Z. lotus présentaient un effet immunosuppresseur significatif, inhibant la prolifération des
lymphocytes T (Bencheikh et al., 2023).
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2.4.Activité analgésique

Chez la souris, il a ét¢ démontré que I’extrait aqueux d’écorces de racines possédait un

effet analgésique significatif (Borgi et al., 2007).

De plus, d’autres études réalisées par Borgi et al. (2007) ont démontré que 1’injection
intrapéritonéale d’extraits aqueux, de méthanol, de chloroforme et d’acétate d’éthyle a des
doses de 50, 100 et 200 mg/kg provoquait une diminution des contorsions provoquées par
I’acide acétique chez la souris. Les mémes auteurs ont affirmé que les effets analgésiques de
I’extrait d’acétate d’éthyle étaient extrémement efficaces par rapport aux autres extraits

testés.
2.5. Activité antiulcérogene et gastroprotecteur

Dans de nombreuses études in vivo, les effets protecteurs des extraits aqueux de Z. lotus
(écorce de racine, feuilles et fruits) administrés par voie orale chez le rat Wistar ont été
observés dans le cas des lésions de plusieurs modéles induits par ulcérogénese. Ces rapports
suggérent que les extraits de cette plante agissaient comme agent anti-ulcéreux en réduisant
I'acidité et le suc gastriques sécrétion (Benammar et al., 2010).
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1. Matériel et méthodes

Le cOté pratique de ce travail a été réalisé dans le laboratoire de biologie et
environnement. Le matériel biologique nous a été fourni par notre encadreur. L’évaluation
phytochimique, activité antioxydante et antimicrobienne (antifongique et antibactérienne)

des fruits de Ziziphus lotus s’est faite sur une période de deux mois.
1.1. Matériel biologique
a/l Matériel végétal

11 s’agit des fruits de Ziziphus lotus, récoltés en 2023 dans la région d’El khroub dans la

wilaya de Constantine.
b/ Matériel microbiologique

Le matériel microbiologique utilisé est représenté par cing souches bactériennes
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium et
Klebsiella pneumonia) et quatre souche fongiques (Aspergillus niger, Penicillium sp,

Candida albicans, Aspergilllus fumigatus).

1.2. Matériel et réactifs
A/ Matériel
- Etuve (Electro thermostatique Oven)
- Rotavapeur
- Balance analytigue de précision
- Agitateur magnétique
- Spectrophotométres
- Vortex

- Bain marie
B / milieux de culture

- Gélose nutritive
- Gélose Mueller Hinton

- Gélose Sabouraud
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C / Réactifs

- Ethanol

- Dichlorométhane
- Acétate d’éthyle
- Hexane

- Sulfate de sodium anhydre
- Folin ciocalteu

- DPPH

- DMSO

- HCI

- Vanilline

- AICls

- NaxCOs

- Acétate de sodium

1.3. Extraction

Les fruits préalablement rincés a I’eau distillée et séché a I’abri du soleil sont broyés
pour obtenir une poudre fine. Celle-ci a été conservée dans des bocaux en verre (Figure
10).

Broyage

@) (b)

Figure 10 : (a) les fruits avant broyage ;(b) les fruits aprés broyage

L’extraction est effectuée par macération selon la méthode décrit par (Khouchlaa et al.,

2017). 20g de poudre de I’échantillon végétal a été mélangé avec 200ml d’une solution

28



Matériel et Méthodes

hydro-alcoolique éthanol : eau (80 : 20, v/v). Dans un bécher recouvert du papier aluminium
troué, le mélange subit une agitation pendant 24 heures a 1’aide d’un agitateur magnétique

(figure 11). Aprés les 24h, le mélange est filtré par du papier filtre (figure 12).

Figure 11 : Agitation de I’échantillon Figure 12 : filtration de I’échantillon

Un fractionnement des différentes phases a été réalisé par 1’'usage de trois solvants a

savoir : I’hexane, le dichlorométhane et 1’acétate d’éthyle :

Nous avons d’abord, ajouter a 200 ml du filtrat le méme volume d’ hexane, aprés avoir agité
quelques minutes et dégazé a chaque fois, le mélange a été placé dans une ampoule a
décanter. Une fois les deux phases séparées (phase organique au-dessus de la phase aqueuse),
la phase organique est récupérée dans un flacon et mise de c6té pour étre ultérieurement
séché par le biais du rotavapeur. La phase aqueuse est mélangée de nouveau avec I’ hexane

pour récupérer d’avantage de molécules apolaires.

Ensuite, on procéde a la récupération de la seconde fraction par 1’addition de 200ml du
dichlorométhane a la phase aqueuse issue de I’étape précédente en optant de la méme

maniére que précédemment.

En dernier, nous avons ajouté le méme volume d’acétate d’éthyle que le volume de la phase
aqueuse issue de I’extraction par le dichlorométhane, en précédent toujours de la méme

maniére que la premiere étape (Tableau 05).
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Tableau 06 : tableau descriptif de I’extraction fractionnée.

Hexane

Dichlorométhane

Acétate d’éthyle

Les différentes fractions récupérées ont été évaporée a 1’aide d’un Rotavapeur a 35C°
(figure 13) et les extraits séchés sont récupérés et utilisés dans les différents dosages et tests
(polyphénol, flavonoide, tanins, activité antioxydante et antimicrobienne). Le rendement est

ensuite calculé selon la formule suivante :

R (%) = (M extrait/M &chantition) X100
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R : est le rendement en %
M extrait : la masse de ’extrait apres évaporation du solvant en mg

M échantilion : la masse séche de I’échantillon végétal en mg

Figure 13 : Evaporation des extraits du Ziziphus lotus.

1.4. Analyse quantitative des extraits de Ziziphus lotus
1.4.1. Dosage des polyphénols

Principe de la méthode

Les polyphénols sont estimés en utilisant le réactif de folin ciocalteu selon la méthode
de (Agbor et al., 2014). Le réactif est constitué¢ d’un mélange d’acides phosphotungstique
(H3PW12040) et phosphomolybdique (H3PM012040), il est réduit en oxydes bleus de
tungstene (H80O23) et de molybdéne (M08023) lors de I’oxydation du phénol. Cette réaction
se produit en conditions alcalines (en présence du carbonate de sodium), la coloration bleue
est suivie a 760 nm (Georgé et al., 2005).
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Manipulation

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par (Zengin et al., 2011) avec quelques

modifications.

Dans des tubes en verre, 200ul de chaque extrait (extrait de dichlorométhane, extrait de
acétate d’éthyle, extrait de hexane) sont ajoutés a 1.5ml d’eau distillée, ensuite on ajoute
100ul de réactif de folin ciocalteu et juste aprés 500ul de carbonate de sodium Na>COs (7%,
79 dans 100ml I’eau distillée) pour rendre le milieu plus alcalin et pour catalyser la réaction

d’oxydoréduction.

La mélange a ¢été incubé 2 heures a température ambiante et a 1’obscurité, puis

I’absorbance a été mesurée a 1’aidé d’un spectrophotométre a une longueur d’onde 760nm.

La teneur phénolique totale est déduite a partir de la courbe d’étalonnage établie avec
I’acide gallique (standard) a différentes concentrations (20, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 200
ug/ml) les extraits et le standard sont traités dans les mémes conditions et les valeurs sont
exprimés en microgrammes équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug

EAG/mg d’extrait).

1.4.2. Dosage des flavonoides
Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode du trichlorure
d’aluminium (Aryal et al., 2019), elle se base sur la formation d’un complexe tres stable,
entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygeéne présents sur les carbones 4 et 5 des
flavonoides (Ali-Rachedi et al., 2018).

Manipulation

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Aryal et al. (2019) avec quelques
modifications. Dans un tube en verre, un volume de 1ml de chaque extrait (Img/ml) a été
déposé avec 200ul d’AlClz (10%), puis a été mélangé avec 200ul d’Acétate de sodium et
5.6ml d’eau distillé. Le mélange a été incubé pendant 20 min a I’obscurité, suivi de la mesure

de I’absorbance a 415 nm contre le blanc.
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Les concentrations des flavonoides sont déduites a partir de la gamme d’étalonnage
établie avec la rutine a différentes concentrations (25; 50; 75; 100; 125; 150; 175; 200 pg/ml)
et dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont exprimés

en microgrammes équivalents de Rutine par milligramme d’extrait (ug ER/mg d’extrait).

1.4.3. Evaluation de la présence des tanins condensés
Principe

Une évaluation qualitative des tanins condensés a été réalisé par la méthode de la
vanilline. En effet, la vanilline réagit avec les flavan 3-ols libres et les unités terminales des
proanthocyanidines donnant une coloration rouge dont I’intensité est proportionnelle aux
taux de flavanols présents dans le milieu et qui présente un maximum d’absorption a 500 nm
de longueur d’onde (Ghedadba et al., 2014).

Manipulation

Les tanins condenses dans les extraits du Zizyphus lotus sont estimés selon la méthode
de la vanilline décrite par Ghedadba et al. (2014) avec quelques modifications. 1ml de
chaque échantillon a été ajouté a 1.5ml de la vanilline solubilisé dans le méthanol et 750ul

de ’HCI, puis incubée a I’obscurité pendant 20min. L’évaluation s’est faite a 1’ceil nue.
1.4.4. Etude in vitro de P’activité antioxydante (anti-radicalaire au DPPH)
Principe

Afin d'évaluer l'action anti-radicalaire, nous avons utilise une méthode basée sur la
réduction du DPPH. (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) qui est un radical libre stable. Lorsque
ce dernier est mélangé a une substance qui peut donner un atome d'hydrogene, cela donne
naissance a la forme réduite du réactif avec virement de sa couleur violette en jaune
(Molyneux, 2004).

Manipulation

Le dosage est effectué selon la méthode décrite par Blois. (1958) et Tel et al. (2012)
avec gquelques modifications. La solution de DPPH a été préparée par solubilisation de 7 mg
de DPPH dans 100ml de méthanol, et gardé a I’abri de la lumiére. L’absorbance de cette
solution est 0.887 4 517 nm.
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Dans une série de 12 tubes, 160pl de différentes concentrations de chaque extrait (12.5;
25;50; 100 ; 200 ; 400 ; 800 pug/ml) ont été deposés dans les tubes, aprés 640ul de la solution
méthanolique de DPPH fraichement préparée sont ajoutés. Le mélange est laissé a

I’obscurité et a température ambiante pendant 20min, et 1’absorbance est mesurée a 517nm.

La décoloration par rapport au contréle négatif contenant uniquement la solution de
DPPH et la coloration par rapport au contréle positif contenant une solution de standard :
d’acide ascorbique (10mg/100ml). Différentes concentrations du standard (3.12; 6.25; 12.5;
25; 50; 100; 200 pg/ml) sont aussi utilisées.

L’activité antioxydante est représentée par le pourcentage de piégeage des radicaux
DPPH. L’ICso est la concentration en extrait nécessaire pour réduire 50% du radicale libre.

Les valeurs d’ICso moyennes ont été déterminées depuis les répétitions. Plus la valeur d’1Csg
est petite plus I’activité antioxydante est grande (Pokorny et al., 2001). L’activité anti-

radicalaire (antioxydante) est estimée selon 1’équation ci-dessous :

% d’inhibition = [(Abss17 controle - Abssi7 échantillon) / Abssi7 contréle] x 100

I (%) : pouvoir d’inhibition en %.
Abssi7 controle: absorbance de la solution de DPPH en absence de I’extrait.
Abs 517 échantillon: absorbance de la solution de DPPH en présence de 1’extrait.
1.4.5. Activités antimicrobiennes (Diffusion de puits)
Principe

Il s'agit d'une méthode ou I'on découpe des trous circulaires dans la gélose pour y verser
des extraits a différentes concentrations. Ces extraits se diffusent radialement, créant des
zones d'inhibition circulaires sur la surface de la gélose ensemencée avec la suspension

microbienne (Eymard, 2003).
Manipulation

L’activité antimicrobienne des trois extraits issues de I’extraction fractionnée et de
I’extrait éthanolique ont été déterminée par la méthode de diffusion en Milieu gélosé cité par
Ghazghazi et al. (2014) et Abcha et al. (2021) avec quelques modifications. D’abord, les

colonies bactériennes jeunes (24h) sont transférées dans des tubes contenant 9 ml d’eau

34



Matériel et Méthodes

physiologie stérile de fagcon a avoir des suspensions microbiennes ayant une turbidité voisine
a 0.5 McFarland. Pour les champignons des suspensions sporales ont été préparées.

En paralléle, les boites de pétri stériles préalablement coulées par les deux milieux :
Muller-Hinton (pour les bactéries) et sabouraud (pour les moisissures) sont ensemencées par
le biais d’écouvillon en stries de trois cétés. Ensuite, des puits sont creusés dans chaque
boite de Pétrie a I’aide de pipette pasteur, les puits sont remplis par 40ul de chaque extrait
(I’hexane, le dichlorométhane, ’acétate d’éthyle, I’extrait éthanolique et le témoin) d’une
concentration de 50mg/ml préparé dans le DMSO. Les boites sont laissées 30 min pour
permettre la diffusion des substances, puis les incubées a 30°C pendant 24h (pour les

bactéries) et a 37°C pendant 48 h (pour les moisissures).

Aprés incubation la lecture s’effectue en comparaison avec le puits témoin, le diamétre
de la zone d’inhibition exprimant ’activité antimicrobienne est mesurée par une régle (mm)
(Figure 14).
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Figure 14 : Les étapes des tests antimicrobiens
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1. Rendements en extraits

L’extraction des molécules bioactives a été effectuée apres la macération aqueuse selon
la méthode de (Khouchlaa et al., 2017) modifiée. Cette méthode est basée sur I’utilisation
de solvants successifs avec des polarités différentes et croissantes, il s’agit de I’hexane suivi
du dichlorométhane suivi de 1’Acétate d’éthyle. De ce fait, trois différents extraits sont

obtenus en plus de I’extrait éthanolique :

- L’extrait de I’hexane (Hex) : représente 1’extrait le plus apolaire.
- L’extrait du dichlorométhane (DCM) : représente I’extrait moyennement
apolaire.
- L’extrait de I’acétate d’éthyle (ACET) : représente I’extrait polaire.
- L’extrait éthanolique (BR) : représente I’extrait le plus polaire.
La couleur et le rendement de chaque extrait par rapport au poids de la poudre du fruit
sec de Ziziphus lotus sont représentés dans le tableau 06.

Tableau 07 : Couleur et rendement des différents extraits du fruit Ziziphus lotus.

Extrait Couleur Rendement
HE Transparon 0,75%

DCM [Marron clair 5,70%
AE Marron clair 0,40%
BR Marron foncé 30%

Les rendements des extraits ont été calculés selon I’équation suivante :

R (%) = (M extrait/M ¢chantilion) X100

Les calculs montrent que I’extrait éthanolique présente le rendement le plus élevé (30%)
suivie par I’extrait dichlorométhane (5,70%), I’extrait hexane (0,75%) et en fin I’extrait
acétate d’éthyle (0,40%). En effet, I’extraction par trois solvants différents, permet de
séparer les composants de notre échantillon, selon leur degré de solubilité dans le solvant

approprié (Hagerman et al., 2000).
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2. Détermination du contenu total en polyphénols et en flavonoides

2.1.Dosage des composées phénoliques

Les composées phénoliques sont dosés selon la méthode de Folin-ciocalteu, La teneur
totale en composées phénolique a été calculée en pug d'équivalent d’acide gallique par mg

d’extrait (ug EAG/mg d’extrait), par référence a la courbe d’étalonnage (Figure 15).
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Figure 15 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Les résultats du dosage des polyphénols totaux montrent que I’extrait (ACET) est le plus
riche en polyphénols (281,33 + 1,5ug EAG/mg d’extrait) par rapport aux autres. D’autre part
les extraits Hex, DCM et I’extrait éthanolique ont montré des valeurs voisines de 26,83
+05pg EAG/mg d’extrait, 102,833 +4,333ug EAG /mg d’extrait et 36.83+1ug EAG /mg
d’extrait respectivement (Figure 16). Donc l'acétate d'éthyle est le solvant le plus approprié
pour l'extraction des polyphénols par rapport aux autres solvants utilisés. 1l est a signaler que
la valeur de Ext ACET de notre échantillon est bien supérieure a celle notée par El cadi et
al. (2020). Ghazghazi et al. (2014) trouvent que I’extrait méthanolique des fruits du Ziziphus

lotus présente une teneur en polyphénols égal a (2.97+0,01 mg /g).

En conséquence, la récupération des polyphénols a partir des matieres végétales était en

effet influencée par la solubilité des composés polyphénoliques dans le solvant d’extraction

(El cadi et al., 2020).
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Figure 16 : résultats des polyphénols dans les différents extraits

2.2.Dosage des flavonoides
Les flavonoides sont dosés selon la méthode de trichlorure d’aluminium, La teneur
totale en flavonoides a été calculée en ug d'équivalent de Rutine par mg de I’extrait (ug

ER/mg d’extrait), par référence a la courbe d’étalonnage (Figures 17).
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Figure 17 : Courbe d’étalonnage de la Rutine

La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode du trichlorure

d’aluminium révele que 'extrait ACET est ’extrait le plus riche en flavonoides avec une
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teneur de (127,257 £5.887ug ER/mg d’extrait), suivi par ’extrait DCM (23,629 +1.129ug
ER/mg d’extrait) et I’extrait éthanolique (19.11+0pug ER/mg d’extrait) (Figure 18). El cadi
et al. (2020) trouve la valeur de (2,0 + 0,10 mg /g) dans I’Ext ACET.

Ghazghazi et al. (2014) a trouvé que la tenure en flavonoides est de (1.22+0,006 mg
/g).en travaillant avec un extrait méthanolique des fruits du Ziziphus lotus. En effet, en tenant
compte de la polarité des extraits, il apparait que la teneur en flavonoides dans le Zizyphus
lotus augmente avec la polarité de ’extrait (ACET> DCM).
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Figure 18 : résultats des flavonoides dans les différents extraits

Plusieurs facteurs peuvent influer la teneur en composés phénoliques. En effet, des
études ont montré que les facteurs extrinséques (tels que les facteurs géographiques et
climatiques), les facteurs genétiques, mais également le degré de maturation de la plante et
la durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en polyphénols (Bouzid et al.,
2011 ; Aganga et Mosase, 2001).

2.3.Analyse statistique

Les résultats du dosage de polyphénols et flavonoides sont représentés, en moyenne +
écart-type dans les tableaux ci-dessous. L’analyse de la variance (annexe 1) des moyennes
de teneurs en polyphénols entre les quatre extraits montre qu’il y a une différence hautement
significative a p<0,0001, ou I’extrait acétate d’éthyle représente la fraction la plus riche en
composés bioactives (281,3+£2,121 ug EAG/mg d’extrait) par rapport aux autres extraits de

la plante. La méme remarque a été signalée dans le dosage des flavonoides par la méthode
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d’AIClI3 a p<0,0001, la phase acétate d’éthyle représente la fraction la plus hautement
concentrée par comparaison avec les autres fractions organiques collectées. Tandis que
I’extrait dichlorométhane présente aussi des concentrations importantes en polyphénols et

flavonoides.

Tableau 08 : teneur en polyphénols et flavonoides dans les extraits de la plante.

Extrait n- Hex Dichlo AcEt brut

Polyphénols 26,830,000 102,8+6,128** 281,3+2,121*** 36,83+1,414
(g EAG/mg d’extrait)

Flavonoides ND 23,63+1,597 127,3+8,326*** 19,11+0,000
(ug ER/mg d’extrait)

*** . hautement significatif ; ** : significatif a alpha< 0,01

Pour conclure cette partie des résultats confirmée par 1’étude statistique (annexe 1) on
peut dire que la méthode et le choix du solvant influencent sur le rendement d’extraction et
la concentration en bio molécules surtout les polyphénols et les flavonoides, en réalité le test
de Folin mesure non seulement la concentration mais plus précisément la capacité

antioxydante totale (Everette et al., 2010).

La polarité des molécules dans les solvants organiques est un facteur tres important dans
I’extraction et I’augmentation du rendement ainsi que le fractionnement (la séparation), c’est

I’une des raisons de 1’obtention de concentrations élevées dans une fraction que dans I’autre

((Shah et al., 2018 ; Kebaili FF et al., 2022).

De plus, plusieurs auteurs ont rapporté que les solvants d’acétate d’éthyle et le n-butanol
peuvent solubiliser et extraire les polyphénols et les flavonoides en teneur élevée, selon leurs
polarités (Thavamoney et al., 2018 ; Kebaili FF et al., 2022).

3. Evaluation de la présence des tanins condensés

Les tests préliminaires qualitatifs pour la mise en évidence des tanins dans les différents
extraits de fruit du Zizyphus lotus révelent la présence des tanins dans 1’extrait (ACET), et
leur absence dans les autres extraits (Hex et DCM) (Figure 19). En effet, L’apparition de la

couleur rouge refléte la présence des tanins condensés dans les extraits polaires, alors que
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son absence est totale dans les extraits apolaires. Les mémes résultats sont trouvés par Borgi
et al. (2007).

A 1’égard de ces résultats, la présence des tanins dans les fruits du Zizyphus lotus est

évidente, ce qui est en accord avec les résultats déja obtenus par Borgi et al. (2007).

Figure 19 : Résultat de test des tanins condensés des différents extraits (Hex, DCM,
ACET) des fruits du Ziziphus lotus

4. Activité anti-radicalaire au DPPH

L’activité antioxydante des trois extrait Hex, DCM et ACET vis-a-vis du radical DPPH
a été évaluée par spectrophotométrie en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne
par son passage de la couleur violette a la couleur jaune, la lecture de I’absorbance se fait a
517nm. Le DPPH (diphényl picrylhydrazyl) est un radical libre organique, toujours utilisé
comme un réactif pour évaluer I’activité anti radicalaire des antioxydants (Hidayat et al.,
2017). Qui est un parameétre employé pour quantifier ’activité antioxydante d’un produit
chimique. La valeur d’ICsp d’une substance antioxydante correspond a la concentration
nécessaire pour inhiber 50 % d’un oxydant impliqué. Plus la valeur d’ICso est faible plus
I'activité antioxydante est élevée (Prakach et al., 2007). Les valeurs de la concentration
inhibitrice (IC50) des différents extraits ayant montrés une activité antioxydante (DCM et

ACET) et le standard (acide ascorbique) sont représentés dans le tableau 08.
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Tableau 09 : Activité antioxydante des extraits de Ziziphus lotus et acide ascorbique.

Extracts % Inhibition in DPPH assay
12.5 ug 25 g 50 ug 100 pg 200 pg 400 ug 800 pg 1Cs0 pg/mL
Dichloromé NA 2,53+ 8,17+1,30 | 12,04+0,81 | 29,52+1,68 | 59,25+0,93 | 68,06+0,84 | 291.50+2.67
-thane 0,65
Acétate- 3.12 ug 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg 1Cs0 pg/mL
d'éthyle
5,32+ 16,61+1,12 | 35,22+1,58 | 56,72+0,47 | 68,28+0,09 | 68,60+0,41 | 69,09+0,09 21.48+
0,28 0.47
3.12 ug 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg 1Cs0 pg/mL
Ascor. Ac?
11,51+0,74 | 18,23+£1,12 | 25,59+1,86 | 41,51+2,61 | 67,47+0,37 | 68,60+£0,09 | 71,18+1,30 33.79t
1.07

Les résultats obtenus montrent une activité anti radicalaire importante dans 1’acétate
d’éthyle (ICso = 21.48 pg /ml) par rapport a I’extrait dichlorométhane I’'1Cs=291.50+2.67 et
en comparaison avec l’antioxydant standard (I’acide ascorbique) qui donne un ICse=
33.79ug/ml. Nous pouvons conclure que I’extrait ACET est plus actif que le standard lui-

méme d’ou I'importance de cette fraction.

Ces résultats sont proches a celui noté par Bencheikh et al. (2023) qui a démontré que
les valeurs IC50 des extraits de MtOH et AgE de 15.15ug/ml et 11-30ug/ml

respectivement.

sont
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khouchlaa et Tijane. (2020) rapportent des IC50 égale & 0.5mg/ml et 0.7 mg/ml pour
I’acide ascorbique et I’extrait au méthanol respectivement. A I’inverse, les autres extraits
(dichlorométhanique et hexanique) avaient une activit¢ (DPPH) plus faible que I’extrait

méthanolique.

Les résultats de I’activité antioxydante in vitro sont corrélés avec les résultats des
polyphénols et des flavonoides notés dans ’extrait ACET ou nous avons obtenus de fortes

concentrations par rapport aux autres extraits.

5. Activité antibactérienne

L’activité antimicrobienne des différents extraits des fruits du Zizyphus lotus a été
¢valuée par la méthode de diffusion en milieu gélosé, elle est définie par I’absence de la
croissance bactérienne autour du puits. L’inhibition de la croissance microbienne se traduit
par une zone d’inhibition représentée par un halo translucide. En classant la sensibilité¢ des

souches testées selon le diameétre de la zone d’inhibition comme suit:

e Nonsensible: g <8 mm

e Sensible (+) : @>9 mm

(Benkiki, 2006), les résultats d’inhibition de la croissance bactérienne sont représentés dans

les figure 20 et 21.

(@) (b)
Figure 20 : La présence d’une zone d’inhibition en présence de 1’extrait (Hex) sur les deux
cultures Bacillus subtilis (a), Staphylococcus aureus (b).
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(e)
Figure 21 : L’absence de zones d’inhibition en présence des extraits (Hex, DCM, ACET, BR) sur

Escherichia coli (c), Klebsiella pneumonia (d), Salmonella typhimurium (e).

Les bactéries Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus sont sensible a I’extrait (Hex)
présentant des zones d’inhibition de diamétres estimés a 12mm et 13mm (g > 9 mm)
respectivement. Les résultats obtenus par l'analyse GC-MS de la fraction n -hexane sur les
fruits de Ziziphus lotus ont montré la présence de lipides, d'alcanes, d'alcools, de stérols et
de terpénoides (EIl cadi et al., 2020). Ces derniers sont susceptibles de conférer des
propriétés antimicrobiennes a cette plante (Belhachat, 2019). Par contre Escherichia coli,
Klebsiella pneumonia et Salmonella typhimurium sont résistant a tous les extraits (tableau
09). Il apparait que Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis (Gram +) sont plus sensibles
en comparaison avec les autres souches Escherichia coli, Klebsiella pneumonia et
Salmonella typhimurium (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 de peptidoglycane, alors que la paroi
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cellulaire des bactéries & Gram negatives a une structure multicouches liée par une membre
cellulaire extréme (Ali — Shtayeh et al., 1998).

Selon Ghazghazi et al. (2014) qui ont utilisé I’extrait méthanolique de fruit de Ziziphus
lotus dans les tests antimicrobiens, les souches (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli et Salmonella typhimurium) se sont montrées sensibles.

Tableau 10 : Les diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne par

différents extraits du Ziziphus lotus.

Hexane | Dichlorométhane | Acétate Brut Brut'
Staphylococcus aureus 13 mm 0 0 0 0
Bacillus subtilis 12 mm 0 0 0 0
Escherichia coli 0 0 0 0 0
Klebsiella pneumonia 0 0 0 0 0
e | 0 : HEEE

6. Activité antifongique
Les résultats de I’activité antifongique en présence des extraits testés par la méthode de
diffusion en milieu gélosé ne montrent aucune activité antifongique sur les champignons

(Aspergillus niger, Penicillium sp, Candida albicans, Aspergilllus fumigatus) (Figure 22).

Ghazghazi et al. (2014) montrent que I’extrait méthanolique préparé a partir de fruits
de Z. lotus posséde une activité antifongique contre les différents isolats fongiques testés

(Aspergillus niger, Candida albicans, Aspergillus flavus).

En effet, les différences entre les résultats peuvent par la nature des métabolites
bioactives contenus dans l'extrait, des especes végétales, des parties de la plante utilisées, de
la méthodologie d'extraction, des concentrations des extraits et de la technique d'évaluation
de la bioactivité (Tadjine et al., 2019).
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(c) (d)

Figure 22 : Absence de zones d’inhibition des extraits (Hex, DCM, ACET, BR) vis-a-vis de

Penicillium sp (a), Aspergillus niger (b), Candida albicans (c), Aspergilllus fumigatus(d).
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Conclusion

Le travail réalisé s’intéresse a 1’étude phytochimique des fruits de Ziziphus lotus ainsi
que le pouvoir antioxydant et antimicrobien des différents obtenus. Les résultats ont montré

un grand potentiel de ces fruits en tant que source de plusieurs composés bioactifs

L’analyse phytochimique des extraits montrent que la fraction acétate d’éthyle a les
teneurs les plus élevées en polyphénols totaux, en flavonoides, et en tanins condensé,

I’évaluation de cette derniére est qualitative.

L’activité antioxydante des différents extraits a été testée par la méthode du radical libre,
DPPH qui a révélé que D’extrait acétate d’éthyle est I’extrait le plus actif par rapport aux

autres extraits et par rapport au standard.

Au cours de cette étude nous avons réaliseé également un test antimicrobien. Seul
I’extrait hexane a montré sur certaines souches bactériennes une inhibition estimée par une
zone d’inhibition entre 12 et 13mm ; ce qui a permis de conclure que les bactéries a Gram
positif (Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus) sont les plus sensibles alors que les
bactéries a Gram négatif (Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Salmonella typhimurium)
se sont avérées moins sensibles. D’autre part, les souches fongiques testées (Penicillium sp,
Aspergillus niger, Candida albicans, Aspergilllus fumigatus) n’ont pas été inhibées par

aucun extrait testé.

Par conséquent, un ¢élargissement de cette étude s’avere nécessaire afin de compléter
nos résultats. D’autres tests peuvent étre utilisés pour confirmer les résultats obtenus et
enrichir le travail porté sur Z. lotus. En effet, celle-ci peut contenir des composeés actifs dans
certains domaines tels que le cancer, les troubles métaboliques, I’inflammation et les

maladies liées a 1’age ainsi que leurs mécanismes d’action.

Effectuer I’analyse instrumentale détaillée GC/MS pour mieux caractériser les
substances bioactifs de Ziziphus lotus dans les différents extraits est I’une des perspectives

proposee pour compléter tous les travaux réalisés sur cette espéce vegétale.
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Tableau 1: Test d’analyse de la variance a un facteur a alpha< 0.05 polyphénols

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Facteur 83322 |3 27774 F (3, 4)=2522 | P<0,0001
(intergroupes)

Résidus (intra- 44,05 4 11,01

groupes)

Totale 83366 |7

SS : somme des carrés des écarts.

MS : moyennes carrées.

DF : degré de liberté

DF (intergroupes) : nombre de traitement (facteur) — 1 = K-1 =4=3
DF (intragroupes) : nombre de résidus — K= 8-4 =4

F calculé =2522

F table = 6.591

Tableau 2: Test d’analyse de la variance a un facteur a alpha< 0.05 flavonoide

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Facteur (intergroupes) 14970 2 7485 | F(2,3)=3124 P=0,0003
Résidus (intra-groupes) 71,87 3 23,96

Totale 15042 5

SS : somme des carrés des écarts.
MS : moyennes carrées.

DF : degré de liberté
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Résumé

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable de substances naturelles bioactives, qui ont
des applications dans les domaines pharmaceutiques et biomédicaux. Ziziphus lotus est une plante médicinale
traditionnellement herbacée. Le présent travail consiste a évaluer la richesse des fruits de cette plante en
polyphénols totaux et flavonoides. Aussi I’effet antioxydant et 1’activité antimicrobienne (antifongique et
antibactérienne) des différents extraits préparés a partir du fruit Ziziphus lotus, ont été examinés. L’extraction
fractionnée apres maceration de 24h en utilisant des solvants de polarités croissantes a permis de calculer les
rendements qui été égal a 0,75% ; 5,70% et 0,40% pour ’hexane, le dichlorométhane et 1’acétate d’éthyle
respectivement. La composition de ces extraits en polyphénols, flavonoides et en tanins est évaluée en adoptant
les méthodes de Folin-Ciocalteu, AICIz, Vanilline respectivement. Les résultats montrent que I’extrait acétate
d’éthyle donne les plus importants taux en polyphénols totaux (281,33 pg EAG/mg d’extrait £ 1,5), en
flavonoides (127,257 ug ER/mg d’extrait +5.887) et en tanins (estimation qualitative) par rapport aux autres
extraits. Le potentiel anti-radicalaire des extrais a été déterminé par la méthode de réduction du radical libre
DPPH, les résultats montrent que ces extraits possédent des activités antioxydant différentes dont la plus
importante est notée dans I’extrait ACET (21.48+0.47ug/ml). Les résultats de I’activité antimicrobienne
montrent que I’extrait Hex exerce une activité antimicrobienne sur Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus.
Pour le pouvoir antifongique, les extraits testés n’ont aucune activité inhibitrice vis-a-vis de Penicillium sp,

Aspergillus niger, Candida albicans, Aspergilllus fumigatus.
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