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RESUME

La présente étude a été initiee dans le but d’évaluer I’activité antimicrobienne de
I’extrait éthanolique, méthanolique et aqueux de la pulpe de fruit de Ziziphus lotus. Le test a
été effectué sur cing souches microbiennes :Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Enterococcus Faecalis et Candida Tropicalis, en utilisant la
technique des puits.

Les extraits ont montré une puissante activité sur les quatre souches bactériennes
testées: Escherichia Coli, Staphylococcus Aureus, Pseudomonas Aeruginosa et Enterococcus
Faecalis, alors que la souche fongique: Candida Tropicalisa montré une résistance vis-a-vis
des extraits étudiés. Les reésultats obtenus ont montré aussi que la teneur maximale en
polyphénols, flavonoide et tanins a été enregistrée au niveau de I’extrait éthanolique et
méthanolique, alors que la teneur la plus faible a été relevée chez I’extrait aqueux

Il ressort que les fruits de Zizyphus lotus, sont dotés d’un potentiel antibactérien
important.

Mots clés: Activité antimicrobienne; Ziziphus lotus; Extraits; Polyphénols; Flavonoides;
Tanins.
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INTRODUCTION

Au cours de ces derniéres années, la résistance microbienne a évolué jusqu’au point ou
elle constitue présentement un grand probleme, dans le domaine de la santé publique, a
I’échelle mondiale. Il n’y a que quelques agents antimicrobiens pouvant étre utilisés contre
certains pathogenes et ce nombre continue a diminuer. Effectivement, ce sont les
microorganismes multi-résistants aux drogues qui sont difficiles a traiter. Par exemple, les
pathogenes multi-résistants communs, tels que Staphylococcus aureus et Pseudomonas

aeruginosa démontrant une résistance contre la majorité des drogues.

Le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques a conduit de
nombreux auteurs a s’investir dans la recherche de nouvelles molécules naturelles dotées
d’activité antimicrobienne. Ces molécules recherchées doivent posséder diverses autres
propriétés chimiques et utiliser de nouveaux mécanismes d’action contre ces microbes
pathogénes (Rollinger et al., 2004). Certaines plantes aromatiques et médicinales (PAM)
constituent la source principale des molécules entrant dans la composition des médicaments
pharmaceutiques (Yano et al., 2006). En effet, les métabolites secondaires font et restent
I’objet de nombreuses recherches, in vivo comme in vitro, notamment la recherche de

nouveaux constituants naturels.

Ziziphus lotus étant I’un des PAM largement utilisée dans la médecine traditionnelle.
En outre, elle présente un grand intérét sur le plan nutritif, cosmétique et médicinal. Ses
activités anti-inflammatoire, analgésique, antifongique et antidiabétique ont été largement
soulignées (Abu-Zargaet al., 1995; Abdel-Zaher et al., 2005; Suksamrarn et al., 2005). Les
fruits de Ziziphus lotus sont tres connus par leur richesse en alcaloides, en flavonoides, en
stérols, en tanins et en saponines triterpénoides. Ces caractéristiques font de Ziziphus lotus ne

plante de valeur universelle (Borgi et Chouchane, 2006).

En raison de valoriser les potentialités, que culminent les extraits de cette plante, que nous
avons menés ce travail, en vue de mettre en évidence leur pouvoir antimicrobien et afin
d’améliorer les recettes tradithérapeutes. D’ou nous avons cherché a évaluer [I’activité
antimicrobienne des extraits éthanolique, méthanolique et aqueux de la pulpe de fruits de
Ziziphus lotus, en utilisant cing microbes pathogenes : Escherichia Coli, Pseudomonas

Aeruginosa, Staphylococcus Aureus, Enterococcus Faecalis et Candida Tropicalis.
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I. Généralités

1. Description botanique

Zizyphus lotus (jujubier) est un arbuste fruitier, épineux appartenant a la famille des
Rhamnacées (Rsaissi et Bouchache, 2002). Communément appelé en Afrique du Nord
"Sedra”. Elle forme des touffes, de quelques meétres de diametres, pouvant atteindre 2m de
haut. Ses feuilles sont courtement pétiolées, glabres, caduques alternées et ovales a marges
entiéres. Les fleurs sont jaunes, pentameétres et groupées en inflorescence cymeuses. Les fruits
sont des drupes a noyaux soudeés. Les différentes especes du Ziziphus sont largement utilisées
dans le traitement de certaines maladies comme : les maladies inflammatoires, les troubles
digestives, la faiblesse, les affections du foie, I’obésité, les troubles urinaires, le diabéte, les
infections cutanées, la fiévre, la diarrhée et I’insomnie (Abu-Zarga et al., 1995, Abdel-Zaher
et al., 2005; Suksamrarn et al., 2005).

2. Classification

Reégne Végétal

Embranchement Spermatophytes

Sous-embranchement | Angiospermes

Classe Dicotylédones
Ordre Celastrales
Famille Rhamnaceae
Genre Ziziphus
Espéce Ziziphus Lotus

3. Utilisation thérapeutique

Des recherches actuelles sur les différentes activités pharmacologiques de Z.lotus ont
ressorti de nombreux effets, de grande importance pour la médecine moderne. Parmi ces
effets, les plus importants sont :

Activité anti-inflammatoire

Les flavonoides et les saponines extraits de I’écorce des racines du Z. lotus ont montré une

inhibition maximale de Il'oedeme chez les rats (Borgi et al, 2006).
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Activité antibactérienne

Les extraits éthanoliques et méthanoliques de la pulpe du Z.lotus ont montré une
activité antimicrobienne sur différentes especes de microrganismes telles que : Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi,

Escherichia coli, Entrez-ococcus faecalis et Pseudomonas aeruginosa (Rsaissi et al., 2013)

Autres activités

Les fruits de Zizyphus lotus ont été décrits, comme adoucissant et entrent dans le
traitement de la gorge et les irritations broncho-pulmonaires. De méme, la poudre des feuilles
séches et des fruits est appliquée dans le traitement des furoncles (Borgi et al., 2007). En
outre, I’écorce des racines de Z.lotus est utilisée dans la médecine traditionnelle comme

traitement du diabéte (Benammar, 2010).
I1. Meétabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisees et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement, en
trois grandes familles: Polyphénols, terpenes et alcaloides (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et
Joél,2007).

1. Polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux,
caractérisés par la présence d’au moins, un noyau benzénique, auquel est directement, lié au
moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther,
ester, hétéroside etc. (Bruneton, 1999 ; Lugasi et al., 2003). En effet, les composés
phénoligques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus largement distribué dans le
royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques connus (Lugasi et al., 2003).
Les principales classes de composants phénoliques sont: les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent
plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (King et Young, 1999 ;
Tapiero et al., 2002). Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des vegetaux
supérieurs: racine, tiges, feuilles, fleurs et fruits (Boizot et Charpentier, 2006).
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2. Flavonoides

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols (Seyoum et al., 2006), ils sont considérés comme des pigments
quasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits
et parfois des feuilles. A I’état naturel, les flavonoides se trouvent le plus souvent, sous forme
d’hétérosides (Bruneton, 1999 ; Ghestem et al., 2001).

Du point de vue structurale, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de

molécules, en effet, plus de 6400 structures ont été identifiées (Harborne et Wiliams., 2000).

O
Figure 1: Structure de base des flavonoides (Di Carlo et al., 1999)

3. Tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur
astringente ayant en commun, la propriété de tanner la peau, cette aptitude est liée a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000
Da (Paris et Hurabielle, 1981).0On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs,
deux groupes de tanins différents par leur structure, aussi bien que, par leur origine

biogénétiques: Les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton, 1999).

3.1 Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont
facilement scindés, par les enzymes de tannases, en oses et en acides phénols, selon la nature
de celui-ci, on distingue : les tanins galliques et les tanins ellagiques (Paris et Hurabielle,
1981).
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3.2 Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polymeres flavanoliques constitués d'unités flavan-3-ols, le
plus souvent épicatéchine et catéchine (Khanbabaea et Ree, 2001).Les tanins condensés sont
des molécules hydrolysables, leur structure voisine de celle des flavonoides est caractérisée

par I’absence de sucre (Paris et Hurabielle, 1981).
I11.Activité antimicrobienne

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires, classés parmi les procaryotes,
car ils ne possedent pas de membrane nucléaire. Ce caractére les distingue des autres
organismes unicellulaires, classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires).
Elles sont divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries primitives (Archaea).
Toutes les bactéries rencontrées en pathologie, appartiennent aux Bacteria. Les bactéries ont
généralement un diametre inférieur a 1um. On peut les voir au microscope optique, a I’état
frais ou aprés coloration. Leur forme peut étre sphérique (cocci), en batonnet (bacilles),
incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochetes). Les détails de leur structure ne sont visibles

gu’en microscopie électronique (Nauciel et Vildé, 2005).
1. Activité antibactérienne des extraits des plantes

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la tres grande majorité des cas a la
sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques, ou a I’acquisition de genes de résistance, portés par des éléments génétiques
mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons). Ces résistances ont conduit a chercher de
nouveaux agents antimicrobiens, possédant une efficacité plus importante que les drogues
synthétiques d’une part, et bien accepté par I’organisme d’autre part (sans exercer d’effets

délétéres sur la santé humaine) (Garcia-Ruiz et al., 2008 ; Kempf et Zeitouni, 2009).
1.1 Escherichia Coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif (Patrick et al., 1988), de forme non
sporulée, de type anaérobie facultative, généralement, mobile grace aux flagelles, sa longueur
varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1.1 a 1.5 um (Steven et al., 2004). Les bactéries
appartenant a I’espéce E. Coli, constituent la majeure partie de la flore microbienne aérobie
du tube digestif de I’homme et de nombreux animaux. Certaines souches sont virulentes,

capables de déclencher specifiquement chez I’homme, ou chez certaines espéces animales,
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des infections spontanées des voies digestives ou urinaires ou bien encore des méningites néeo-
natales. D’autres souches appartiennent a la flore commensale, peuvent étre responsables
d’infections opportunistes variées, surtout chez les sujets aux défenses immunitaires affaiblies
(Patrick et al., 1988).

1.2 Staphylococcus Aureus
Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, de forme sphérique, avec un
diamétre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupés en diplocoques ou en petits amas (grappe de
raisin). Ce type de bactéries sont immobiles, asporulés, habituellement sans capsule. De
nombreuses souches de Staphylococcus aureus produisent un pigment jaune dore (Patrick et
al., 1988). S. aureus représente la cause de méningite, ostéomyeélite et la diarrhée (Steven et
al., 2004).
1.3 Pseudomonas Aeruginosa
Les especes Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces bactéries
fines sont de 1.5 a 3 um de long et 0.5 a 0.8 um de large. Elles sont mobiles grace a une
ciliature de type polaire monotriche, ce type de bactéries possede un aspect de « vol
moucheron ». P. aeruginosa ne forme ni spores ni sphéroplastes. Elle est responsable de 10 %
de I’ensemble des infections nosocomiales, occupant le troisiéme rang aprés E. coli et S.
aureus, mais le premier rang pour les infections pulmonaires basses et le troisieme rang pour

les infections urinaires (Richard et Kiredjian, 1995).

1.4 Enterococcus. Faecalis
Les espéces du genre Enterococcus sont des coques Gram positif, anaérobies
facultatifs, catalase-négatifs, se présentant de maniére isolée, en paires ou en courtes chaines.
La température optimale de croissance d’E. Faecalis est de 35 °C, et fait partie de la flore
normale du tractus gastro-intestinal, des voies génitales féminines, et de la cavité orale
(ASPC, 2016).

2. Activité antifongique des extraits des plantes
Le pouvoir antifongique des plantes aromatiques a été mis en évidence par de
nombreuses études, contre les moisissures et les champignons pathogénes, les études de
(Prudent et al. 1995) qui a noté que I’huile essentielle de Citrus, montrent une activité

antifongique, contre Aspergillus Niger, Penicillium Chrysogenum et d’autres moisissures.

Candida Tropicalis est un agent opportuniste du genre Champignon, qui cause la

Candidose, sous forme d’infections superficielles de la peau, des muqueuses et des ongles
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(Onyxix) plus rares, qu’avec Candida Albicans, et aussi sous forme, d’infection profondes
invasives uniquement chez I’'immunodéprime (Candidémie, pneumonie, méningite, infection
des os, abces divers) (INRS .2015).
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1. Matériel végétal
Les échantillons des fruits de Ziziphus lotus sont récoltés dans la région de Fés (Centre
Nord du Maroc, Zouagha-Moulay Yaacoub) durant le mois d’aolt 2016, dont les données
climatiques sont résumées dans le tableau 1. Ces derniers ont été nettoyes, rinces et séchés a
30°C, pendant 48h, puis ils sont broyés a I’aide d’un mortier et tamisés pour obtenir une

poudre fine servant pour la préparation des extraits.

2. Microorganismes testés

Les microorganismes utilises dans ce travail, sont des souches aerobies constituées de
quatre bactéries : Enterococcus Faecalis, Escherichia Coli, Staphylococcus Aureus,

Pseudomonas Aeruginosa et une levure Candida Tropicalis.

P.Aeruginosa, E. Faecalis et C.Tropicalis sont des souches pures issues du Laboratoire
d’Ecologie Fonctionnelle et Environnement. E. coli et S. aureus ont été isolées
respectivement, des urines chez des patients qui ont une infection urinaire, au service de
néphrologie a I'Hopital Hassan Il de la ville de Fés (Maroc). Ces bactéries ont été identifiées
et confirmées par la biochimie classique et I'APl (bio Mérieux, France). Les
microorganismes-cibles sont pour la plupart des pathogenes pour I’homme. lls comprennent
deux bactéries a Gram positif (S. aureus et E. Faecalis) et deux a Gram négatif (E. coli et P.
aeruginosa). La préparation de la culture des germes tests est réalisée sur le milieu LB, pour
les souches bactériennes et sur le milieu YPG, pour la levure. Les cultures ont été incubées a
une température optimale de croissance des souches cibles : 37°C, pour les bactéries et 30°C,
pour la levure. Ensuite, elles ont été utilisées pour la réalisation des tests pour mettre en

évidence I’activité microbienne.

Figure 2 : Les cing souches étudiées utilisées en Boites de Pétri
8



Licence : Biotechnologie et Valorisation des Phyto Ressources

3. Préparation des extraits
Dans le but d’obtenir des essences vegetales a partir de la pulpe des fruits de Z. lotus,
trois types d’extraits ont été préparés : Ethanolique (EE), méthanolique (EM) et aqueux (EA).
La méthode d’extraction adoptée est Soxhlet, elle consiste a placer 15g de la poudre végétale
a I’extraction par deux solvants (EE, EM) au Soxhlet avec un rapport de 1/10 (P/V), pendant 7
heures. Le solvant utilisé a été éliminé par évaporation, sous pression réduite, dans un
rotavapor a 40°C. Apreés évaporation totale du solvant, I’extrait obtenu est stocké a 4 °C et a

I’abri de la lumiére.

Figure 3 : Extraction par Soxhlet Figure 4 : Evaporation du solvant par
Rotavapor

4. Calcul du rendement des extraits
Le rendement est déterminé par le rapport du poids de I’extrait sec aprés évaporation

(m) sur le poids de la matiére végétale séche (ms) utilisée pour I’extraction, multiplié par 100
(Bekhechi, 2001).

Rdt(%) = [m/ms] x 100

5. Dosage des métabolites des extraits

Nous avons procédé a un dosage des polyphénols, des flavonoides et des tanins dans
les extraits végétaux issus des fruits de Z. lotus.
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5.1 Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode d’Atanassova et ses
collaborateurs(2011) qui consiste & melanger 1 ml de I’échantillon, dix fois dilué avec 0.5 ml
du réactif de Folin-Ciocalteu et 2.5ml d’une solution de carbonate de sodium Na;COsz (20%).
L’ensemble est agité au vortex, puis placé a I’obscurité pendant 40 mn, I’absorbance a été
déterminée a 725 nm (CHROM TECH V1200). La gamme d’étalonnage realisée par des
concentrations de I’acide gallique, est exprimée en pug d’équivalent d’acide gallique, par

milligramme d’extrait (ug EAG /mg d’extrait).

Figure 5 : Dosage des polyphénols

5.2 Dosage de flavonoides

Le dosage des flavonoides totaux a €té réalisé selon la méthode de trichlorure
d’aluminium décrite par Barros et ses collaborateurs(2011). En effet, 0.3 ml d’une solution de
NaNO: (5%) est mélangé avec une fraction aliquote (1 ml) d’extrait. Aprés 5 mn, nous avons
ajouté 0.3ml d’une solution d’AlCls (10%). Apres 6 mn, 2ml de NaOH (1M) sont ajoutés et le
volume total a été complété a 10 ml avec de I’eau distillée. L’absorbance a été mesurée a
510nm. La concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage
établie avec la quercétine, et est exprimée en pg d’équivalent de quercétine par milligramme
d’extrait (ug EQ /ml d’extrait).
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Figure 6 : Dosage des Flavonoides

5.3 Dosage des tanins condensés

Pour déterminer le taux des tanins condensés nous avons utilisé la méthode de
Ribereau-Gayon et Stonestreet (1966) qui consiste a mélanger 1ml d’extrait dilué 2 fois avec
1,5ml d’HCI et 0,5 d’eau distillée. Le contenu des tubes est ensuite divisé en deux (tube A et
tube B). Le tube A est laissé a la température ambiante alors que le tube B est porté au bain
marie (100°C) pendant 30 mn. Les absorbances des tubes A et B sont lues a 550 nm
(CHROM TECH V1200).

Les résultats sont exprimés par la relation suivante :
T (g/l) = (DO TB-DO TA) x 19,33

6. Test de I’activite antimicrobienne

Le principe de la détection de I’activité antimicrobienne est basé sur la diffusion de
I’agent antimicrobien, dans des milieux de culture solides ou semi-solides, pour inhiber la
croissance d’un micro-organisme indicateur sensible. A partir de colonies jeunes de 18 a 24 h,
une suspension microbienne a été réalisée dans I’eau physiologique stérile pour chaque
souche. La turbidité de cette suspension est ajustée a 0.5 Mc Farland. Cet inoculum est
ensemencé par inondation sur des boites de Pétri, contenant le milieu de culture LB-Miller,
pour les bactéries et le milieu YPG pour la levure. La méthode utilisée, est celle de diffusion
par puits sur gélose, telle que décrite par Berghe et Vlietinck (1991). Celle-ci consiste a
réaliser des puits de 5 mm de diamétre a I’aide d’une pipette pasteur. Ils sont ensuite remplis

par 60 pul de I’extrait obtenu dissous dans le DMSO (Dimethylsulfoxyde). La lecture des
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résultats est réalisée aprés 24 heures, pour les bactéries et 48 heures pour la levure.

L’inhibition de la souche indicatrice se traduite par la formation de zones d’inhibition claires

autour des puits. Le diamétre d’inhibition est ainsi, déterminé en mm.
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|.Résultats

1. Rendement des extraits

Les résultats obtenus montrent que le rendement des extraits des fruits de Ziziphus
lotus varie en fonction du solvant utilise (Figure 7). Ainsi, I’extrait éthanolique présente le
rendement le plus élevé (31,35%) par rapport a I’extrait méthanolique (13,79%) et a I’extrait
aqueux (19,73%). L’analyse de variance montre que le facteur solvant a un effet hautement
significatif sur le rendement (ANOVA : F =46,88 ; ddl= 2 ; P=0,005) (Annexe 1).

%
35 -

30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

EA EE EM

Figure 7 : Taux du rendement d’EA, EE et EM des fruits
du Ziziphus Lotus

2. Activité antimicrobienne

Les résultats de I’activité antimicrobienne des extraits, estimée par le diametre de la
zone d’inhibition, autour des puits, sont présentés dans le tableau 1. A I’exception de la levure
C. Tropicalis, les souches bactériennes : E. Coli, S. Aureus, P. Aeruginosa et E. Faecalis ont
manifesté une sensibilité vis-a-vis des trois extraits de la pulpe de Ziziphus lotus (Figures 8,
9,10 et 11). La réaction des microorganismes, vis-a-vis de produit utilisé, s’est avérée variable
selon la souche testée et en fonction de la nature de I’extrait utilisé. Le Diméthylsulfoxyde a
été utilisé, en tant que contrble négatif et n’a montré aucun effet néfaste sur la croissance
microbienne. S. Aureus se révele la plus sensible pour les trois extraits. Par contre, E. Coli se
montre plus résistante, par rapport aux autres souches étudiées. Ainsi, les résultats obtenus,
montrent que I’EE du Ziziphus lotus semble étre le plus puissant au niveau de I’activité
antibactérienne, par rapport a I’EM et I’EA, pour la plupart des souches étudiées. L’analyse de
la variance relative a la zone d’inhibition, montre une différence significative entre les trois
extraits etudiés sur la croissance d’E. Faecalis et d’E. Coli (ANOVA:F=95;ddl=2;P =
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0,05). Par contre aucune différence significative n’a été enregistrée entre S. Aureus et P.
Aeruginosa.

Tableau 1 : Diameétres des zones d’inhibition en fonction de la nature de I’extrait

Diamétre des zones inhibition (mm)
Extraits Aqueux Ethanolique Méthanolique
Souches
Escherichia coli 10,5 11,5 7
Staphylococcus 12,5 15 15
Aureus
Pseudomonas 11 9 10
Aeruginosa
Enterococcus 11,5 15 12
Faecalis
Candida Tropicalis - - -

Figure 8 : Auréoles d’inhibition chez Staphylococcus
Aues

Figure 10 : Auréoles d’inhibition chez Enterococcus
Faecalis
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Figure 11: Auréoles d’inhibition chez Pseudomonas
Aeruginosa

Figure 12 : Auréoles d’inhibition chez Candida
Tropicalis

3. Dosage des métabolites des extraits
3.1 Dosage des polyphénols

Les résultats de la courbe d’étalonnage et de la teneur en polyphénols sont
respectivement, donnés par les figures 13 et 14.Ainsi, la teneur en polyphénols est plus
importante avec I’EE (90,3+1ug/g) par rapport a ’EM (81,1+1,1 pg/g) et a I’'EA (47,6+0,1
ug/g). La différence existante entre les trois extraits est hautement significative entre ’EA
d’une part et I’EE et I’EM d’autre part (ANOVA : ddI=2 ; F= 77,39 ; P <0,001) (Annexe 6).

Absorbance a
725nm Y =0.003 x + 0.051
R? = 0,985
3
2,5 0
2 o .
15 e
1 .-"'5"’
05 e
0o ¢ [C] en acide gallique
(ng/ml)

0 10 20 30 40 50 60

Figure 13: Courbe d’étalonnage d’acide gallique
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Figure 14: Teneur en polyphénols des extraits des fruits de Z. lotus

3.2 Dosage des flavonoides

Les résultats obtenus sur la teneur en flavonoides en fonction de la nature de I’extrait
utilisé, montrent qu’il y’a une différence hautement significative entre I’EA (15+£0.3 mg/g)
d’une part et ’EE (83.3+2.9 mg/g) et ’EM (77.6+0.6 ny/g) d’autre part (Figure 16). La teneur
la plus importante obtenue est celle de I’EE suivie de I’EM; par contre celle d’EA est la trés
faible (ANOVA : ddI=2 ; F= 477,685 ; P <0,001) (Annexe 7).

Absorbance a Y =0.0006 x — 0.0048
05 510 nm R2=0.9857

0,45 V'S
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0
-0,05

[C] en quercétine

0.8 enpg

Figure 15: Courbe d’étalonnage de la quercétine
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Figure 16 : Teneur en flavonoides des extraits des fruits de Z. lotus

3.3 Dosage des Tanins

La teneur en tanins est de I’ordre 9,3£2,3 et 10,9+1,2 et 5,1+0,4 mg/ml respectivement

pour I’EE, ’EM et I’EA (Figure 17). La teneur d’EA semble la plus faible des trois extraits

utilisés. La différence existante entre les deux extraits (EE et EM) d’une part et d’EA d’autre
part est hautement significative (ANOVA : ddI=2 ; F= 32,187 ; P = 0,04) (Annexe 8).

16
14
12
10

o N b~ OO ©
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Figure 17 : Teneur en tanins des extraits des fruits de Z. lotus
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I1. Discussion

D’aprés les résultats obtenus, nous avons pu montrer que le rendement des extraits
étudiés ainsi que leur activité antimicrobienne varient en fonction de la nature de solvant
utilisé. En effet. L’EE présente le rendement le plus élevé, par rapport a I’EM et I’EA. Ces
résultats sont relativement, semblables a ceux obtenus par certains auteurs (Rssaisi et al.,
2013 ; Hamza et al., 2015) ayant travaillé sur I’EE du Ziziphus lotus semble avoir un effet
inhibiteur, le plus puissant, contre la plupart des souches étudiees. Ce qui est en accord avec
les résultats d’Ertirk (2006) ayant révélé que I’extrait éthanolique du cumin est plus actif
contre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, par rapport a I’extrait méthanolique du
cumin. De méme, Les résultats de Mohsen et Ammar (2009), ont prouvé que 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’EE contre la plupart des souches étudiées.

Cette étude nous a permis aussi d’évaluer I’activité antimicrobienne de ces extraits sur
la croissance in vitro de souches bactériennes et fongique. L’activité inhibitrice de croissance
exercee par I’extrait aqueux, éthanolique et méthanolique sur des souches bactérienne,
témoigne de la réalité d’un pouvoir antibactérien inhérent aux pulpes de Ziziphus lotus, avec
un spectre d’action antibactérien qui touche indistinctement les bactéries a Gram positif et les
bactéries a Gram négatif. Les trois extraits ont réagi positivement sur les souches bactériennes
ce qui confirme que la pulpe de Ziziphus lotus est douée des propriétés antibactériennes. Il
apparait que Staphylococcus Aureus (gram positive) est la bactérie, la plus susceptible en
comparaison avec les autres souches (gram négative) ; ceci peut étre attribué a la différence de
structure entre les bactéries (gram positives) et les bactéries (gram négatives). La paroi
cellulaire des bactéries gram positives est constituée par une seule couche, alors que la paroi
cellulaire des grams négatifs, a une structure multicouche liée, par une membrane cellulaire
externe (Ali-Shtayeh et al., 1998).Nos résultats montrent que les extraits ont eu une activité
antibactérienne en inhibant la croissance des germes bactériens. L’analyse des résultats
obtenus a montré que I’extrait éthanolique a révéle une présence de polyphénols, flavonoides
et tanins plus importante des extraits méthanoliques. Plusieurs facteurs peuvent influer sur la
teneur en composés phénoliques. Des études ont montré que les facteurs extrinseques (tels
que les facteurs géographiques et climatiques), les facteurs génetiques, le degré de maturation
de la plante et la durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en polyphénols
(Anganga et al., 2001 ; Bouzid et al., 2011).
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CONCLUSION GENERALE

L’étude des propriétés antimicrobiennes des extraits de la pulpe du Ziziphus lotus nous a
permis d’obtenir des résultats intéressants. En effet, les trois extraits éthanolique,
méthanolique et aqueux ont montré une activité inhibitrice vis-a-vis des quatre souches
bactériennes. Les résultats ont montré que I’extrait éthanolique présente une activité
inhibitrice sur les bactéries testées, plus élevee, que celle de I’extrait méthanolique et I’extrait
aqueux et que la bactérie a Gram positif Staphylococcus aureus s’est avérée la plus sensible
alors les bactéries & Gram négatif Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa se sont
avérées les plus résistantes. Ces résultats sont encourageants et montrent que I’utilisation de
Ziziphus lotus, comme anti infectieux, en milieux traditionnels est justifiée et qu’elle devrait
étre abordée d’une maniere plus profonde afin d’explorer son potentiel dans le traitement des
maladies infectieuses. L’analyse des résultats obtenus ont montré que I’extrait éthanolique a
révélé une présence de polyphénols, flavonoides et tanins plus importante que des extraits
méthanoliques. Il serait donc, intéressant d'étendre I'éventail des tests antimicrobiens, ainsi
que I’isolement et la caractérisation des composés actifs, dans les différents extraits, en vue
d’identifier les éléments responsables des activités biologiques de cette plante et de ses
dérivés et par ailleurs, chercher également I’activité antifongique de la méme plante, récoltée
dans différentes régions, afin d’analyser I’incidence de I’environnement sur la composition
chimique de Z. lotus et par conséquent, sur le taux de substances naturelles ayant un pouvoir

antimicrobien.
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Annexe 1 : Tableau de I’analyse de la variance relative au rendement des différents extraits de
Ziziphus lotus

. Somme des Degré de | Moyenne
Source des variations carreés liberté des carrés F P
Extraits 508,098 2 254,049 | 46,888 | 0,005
Erreur 16,255 3 5,418

Annexe 2 : Tableau de I’analyse de la variance relative au diametre d’inhibition de différentes

concentrations des extraits organiques des fruits de Z. lotus sur S. Aureus

Source des variations SC ddl MC F P
Extraits 8,333 2 4167 0,111
Erreur 2,5 3 0,833

Annexe 3 : Tableau de I’analyse de la variance relative au diamétre d’inhibition de différentes
concentrations des extraits organiques de Z. lotus sur E. Faecalis

Source des variations SC ddl MC F P
Extraits 19 2 9,5 9,5 0,05
Erreur 3 3 1

Annexe 4 : Tableau de I’analyse de la variance relative au diamétre d’inhibition de différentes

concentrations des extraits organiques de Z. lotus sur E. Coli

Source des variations SC ddl MC F P
Extraits 22,333 2 11,167 33,5 0,009
Erreur 1 3 0,333

Annexe 5 : Tableau de I’analyse de la variance relative au diametre d’inhibition de différentes
concentrations des extraits organiques de Z. lotus sur P. Aeruginosa

Source des variations SC ddli MC F P
Extraits 4 2 2 0,6 0,604
Erreur 10 3 3,333
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Annexe 6 : Tableau de I’analyse de la variance relative a la teneur en polyphénols en fonction
des extraits organiques des fruits du Z.lotus

Somme des

Degré de

Moyenne des

Source des variations carrés liberté carrés F P
Extraits 3222000000 2 1611000000 | 77,392 | 0,000
Erreur 124900000 6 20 817 283,966

Annexe 7 : Tableau de I’analyse de la variance relative a la teneur en flavonoides en fonction
des extraits organiques des fruits du Z.lotus

. Somme des Degré de | Moyenne des
Source des variations carrés liberté carrés F P
Extraits 8616000000 2 4308000000 |477,685 0,000
Erreur 54111 111,139 6 9018 518,523

Annexe 8 : Tableau de I’analyse de la variance relative a la teneur en tanins en fonction des
extraits organiques des fruits du Z.lotus

Source des variations

Somme des

Degré de

Moyenne des

, ; ! ) F P
carrés liberté carrés
Extraits 64,373 2 32,187 5,245 0,048
Erreur 36,816 6 6,136
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