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Résumé

Zizyphus lotus  est une plante de la famille des Rhamnacée sauvage ; il s’agit d’une
essence médicinale fréeqguemment utilisée par la population algérienne. L’espéce Z. lotus L. est
trés étudiée en pharmacologie pour ses vitamines A et E. L’objectif de notre travail est de
contribuer a la connaissance de 1’espece Zizyphus lotus, en évaluant leurs activités
biologiques, et en déterminant leur pouvoir anti bactérienne. Sur le plan qualitatif. L’étude
réalisée in vitro sur I’activité antioxydante des extraits de feuilles de Zizyphus lotus a montré
que I’extrait éthanolique a donné une valeur de (IC50= 554.6+ 0.001 pg.mL-1) présente une
activité antioxydante importante par rapport a I’acide ascorbique testé. Quant a I’activité
antibactérienne, I’extrait des feuilles de Zizyphus. Lotus a présenté une inhibition modérée
sur la croissance bactérienne des deux souches de Staphylococcus aureus et Escherichia coli
testées (souches de référence). L’étude du pouvoir antimicrobien des isolats bactériens des
mains de bénévolat a montré que seuls les isolats bactériens Staphylococcus aureus, non

identifiée présentent une activité antibactérienne modéré.

Mots clés : Zizyphus lotus, extraits, isolats, Staphylococcus aureus, activité antioxydante,

activité antibactérienne



Abstract

Zizyphus lotus is a plant of the wild Rhamnaceae family; it is a medicinal essence frequently
used by the Algerian population. The species Z. lotus L. is widely studied in pharmacology
for its vitamin A and E. The objective of our work is to contribute to the knowledge of the
species Zizyphus lotus, by evaluating their biological activities, and by determining their
potency anti bacterial. Qualitatively. The study carried out in vitro on the antioxidant activity
of Zizyphus lotus leaf extracts showed that the ethanolic extract gave a value of (IC50= 554.6
+ 0.001 pg.mL-1) has significant antioxidant activity compared to ascorbic acid tested. As for
the antibacterial activity, the extract from the leaves of Zizyphus. Lotus showed moderate
inhibition on the bacterial growth of the two strains of Staphylococcus aureus and Escherichia
coli tested (reference strains). The study of the antimicrobial power of bacterial isolates from
volunteer hands showed that only unidentified Staphylococcus aureus bacterial isolates

exhibit moderate antibacterial activity.

Keywords: Zizyphus lotus, extracts, isolates, Staphylococcus aureus, antioxidant activity,

antibacterial activity
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Introduction

Introduction

Les plantes ont été utilisées par I’homme depuis trés longtemps pour se nourrir, se loger, se

VEtir et se soigner.

Dans le régne végétal, nous trouvons les plantes médicinales et aromatiques qui jouent un role
important dans le domaine : agroalimentaire et pharmaceutique ; ils sont une source de
remedes traditionnels grace a leur contenance en molécules bioactives : alcaloides,

flavonoides, saponosides, quinones et terpenes (Lafon et al., 1988).

La situation biogéographique, de 1’Algérie entre la méditerranee et 1’Afrique sub-saharienne

explique sa diversité végétale.

Ces plantes représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites
secondaires qui ont l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils
possedent de trés large éventail d'activités biologiques (Aberkane.M, 2006)

Les métabolites secondaires ont plusieurs intéréts dans les industries alimentaires,
pharmaceutiques et cosmétiques. Ils sont aussi utilisés en thérapie. s se trouvent dans toutes
les parties de la plante mais leurs distribution s’établit en fonction du (des) réle (s) qu’ils

jouent dans la plante (Bruneton.J, 1999)

Actuellement, les différents composés des extraits, des huiles essentielles sont tres utilisés
dans le traitement de certaines maladies et dans la préservation des aliments contre

I’oxydation, comme alternatives aux produits chimiques de synthese.

Le genre Zizyphusfait partie de la famille des Rhamnacée, il comporte plusieurs espéces Z.
lotus. En Algérie, ce genre est représenté par 3 especes : Z. jujuba, Z. mauritiana, et Z. lotus.
Les espéces de ce genre sont trés utilisées dans la médecine traditionnelle pour traiter les

infections microbiennes, virales, les mycoses et les affections respiratoires.

Vu I’importance de [I’utilisation des espéces du genre Zizyphus.lotusen médecine
traditionnelle et dans le cadre de chercher a valoriser les plantes aromatiques et médicinales
de la région de Mitidja, nous nous sommes intéressées a 1’évaluation de 1’activité anti

oxydante et anti bactériennede Zizyphus lotus de la région de Mitidja.
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1. Généralités:

1.1 historique et origine:

Découvert en 1767, le nom de Ziziphus dérive de 1’appellation Berbere «Zizoufou, Zuzaifo».
Cette appellation est reliée a I’ancien nom Persique « Zizfum ou Zizafun », alors que les grecs
utilisent le mot«Ziziphon». La classification des especes est basee principalement sur des
caractéristiques morphologiques et leur mode d’utilisation. Ce genre regroupe plusieurs espéces
environ 170, telles que Z.spina-christ (L.), Z.vulgaris(Mill.), Z.lotus (L.),Z. mauritiana(Lam.).
Les deux espéces qui produisent des fruits comestibles sont Ziziphusmouritiana et
Ziziphusjujuba et ce dernier est I’espéce la plus populaire. (Amzal,

2016)Les especes fruitieres de Ziziphusse trouvent dans plus de 30 pays, dans les zones arides
et semi-arides voire méme désertiques de presque tous les continents grace a leurs capacites
de résistance a la sécheresse et a leurs meécanismes physiologiques et morphologiques
d’adaptation. (Laamouri A., 2008)

1.2 Description botanique:
Le Zizyphus lotus est une plante dicotylédone, issue de la famille Rhamnacée (Rsaissi, 2013).
Appelée localement « Sedra » (Borgi, 2009). C’est un arbuste trés ramifié épineux a grandes

souches souterraines de 1,3 ma 2,2 m.

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

a) Tiges
Elles sont trés ramifiées recourbés vers le bas, blanches grisatre, a épines par paires droites
ou recourbés (Ghedira, 2013)
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b) Feuilles

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

Figure 2: Feuilles de Zizyphus lotus (Vanette, 2018)

c) Fleurs
Les fleurs de cette plante sont solitaires ou groupées avec un seul pédicelle court, a calice en
forme d’entonnoir, pentamére a petite corolle, a cing pétales, a cing étamines épi pétales, a deux
styles courts (Ghedira, 2013)

Elles sont tres visibles de couleurs jaunes pales (Figure 3).

Figure 3: Fleur de Zizyphus lotus (lvorra, 2015)
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1.3. Cycle de développement de Zizyphus lotus
Les plantes de jujubier sauvage sont dormant depuis le mois d’octobre jusqu’ au mois de
Mars (Dahlia, 2019).

1.3.1 Cycle végétatif:

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

croissance (Dahlia, 2019)

a/ Systéme racinaire

Zizyphus lotus, fait apparaitre trois phases importantes (Laamouri et al., 2008).

Une phase hivernale : elle s’étale jusqu’ a mi-mars, durant cette période la croissance est faible a cause
de la diminution de la circulation de la séve brute.

Une phase printaniere : elle s’étale jusqu’ a fin Juin et est caractérisée par une forte croissance
racinaire.

Une phase estivale : entre Juillet et AoGt, ou il y a une baisse de croissance des racines.

B/ Systéme aérien
e Porte
Trois périodes de développement sont distinguées (Laamouri et al. 2008).
Premiére période: se caractérise par un développement lent qui commence par la germination
jusqu’ a la 12éme semaine.
Deuxiéme période: se caractérise par un développement rapide, Il est de 15 semaines variant de 5 cm
a 11, 5 cm par semaine.

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

¢ Rameaux

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

Mars-Avril : les dernieres dormances éventuelles, dues a la photopériode sont elles aussi levées.

Avril-Mai : le seuil thermique d’activation biologique est dépassé, c’est le débourrement

(le début de la période de végétation).

Juillet-Aodt : les seuils photopériodiques sont atteints successivement (Nanson, 2004)
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1.3.2 Le cycle génératif

% L'induction florale
Geénéralement de mi-juin a mi-juillet, parfois encore jusqu'au mois d'ao(t.
+ La Floraison — fructification

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

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

Les plantes matures du jujubier sauvage entrent en floraison a partir du mois de juin et juillet,

et la maturité des fruits a lieu entre le mois d’ao(t et septembre (Regehr et El Brahli, 1995).

1.4 position systématique
a) Nom vernaculaires
Nom scientifique : Zizyphus lotus
Nom arabe : Zizouf (052 2)/Sedra (3_u4l1) /Sidr (L)) /Sidr barri (g )
Nom Kabylie :Azaggar
Nom anglais : African jujube, lotus tree, lotus jujube.
Nom francais : jujubier sauvage, jujubier de berbére, jujubier de Lotophage.

Nom allmand : wilde jujube.
b) synonymes botaniques

¢+ Zizyphus lotus Lam
¢ Zizyphus lotus Aitch
%+ Zizyphus Rotundifolia
% Zizyphus lotus Blanco
¢+ Zizyphus Lotoidea

% Rhamnus lotus L
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1.5 Classification botanique :

Tableau 01 :Classification botanigue (Santa, 1962)

synthese bibliographiques

Régne Végétal

Sous regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Embranchement Spermatophytes.

Sous embranchement Angiospermes.

Classe Dicotylédone.
Sous classe Rosidae

Ordre Celastrales.
Famille Rhamnaceae.
Sous famille Paliureae

Genre Zizyphus.
Espéce Zizyphus lotus L.

1.6 Répartition géographique :

A) Dans le monde

Le genre Zizyphus renferme environ 50 espéces des régions tropicales et subtropicales des deux

hémispheres. L’une entre elles, Zizyphus lotus, est spontanée dans le sud d’Espagne et du

Portugal, en Sicile, en Gréce (J B. , 2000). On le rencontre aussi dans les steppes
désertiques d’Afrique du Nord et Asie Mineure (G P. R., 1960)

Species of
Rhamnaceae
family

Figure 04 : Aire de répartition de la famille des rhamnacées dans le monde (Dupont et

Guignard., 2015).
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B) En Algérie

Zizyphus lotus est répandu dans toute 1’ Algérie sauf dans le Tell Algéro-constantinois (Quezel
P., 1962), est tres répandue dans les régions arides d’Algérie du Sud, Ain Ouessara et
Maessad (willaya de Djelfa) a climat aride et Taghit wilaya de Bechar au climat Saharien
(Mounni., 2008).

Aire géographique de zizyphus lotus

Figure 05: Aire de répartitionde Zizyphus lotus en Algérie (Santa, 1962)

1.7. Metabolites secondaires du Zizyphus lotus

Zizyphus lotus est connu par son contenu en molécules biologiquement actives tels que les
polyphénols (flavonoides, tanins), les triterpénes, les antrachinones, les alcaloides (cyclopeptides

et isoquinolides), les saponosides (Catoire et al., 1999 ; Borgi et Chouchane,2006).

Les principaux métabolites secondaires identifiés dans les différents organes de Zizyphus

lotus sont groupés dans le tableau suivant (tableau 3).
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Tableau 3 :Composition en métabolites secondaires des différents organes du Zizyphus lotus

Organe végétale

Fruits

Feuille

Graine

Peulpe

Composants majeur

Acides phénoliques
Flavonoides

Tannins

PhénolstotauxFlavonoids
Tannins

Saponines

JujubosideB

Monosaccharides

Polyphénols Carbohydrate
Pectines

Fibres totaux

Phénols totaux Flavonoides
Tannins

Fibres totaux  Matiére

minérale

Contenu mg | Références
/100g

297-4078.2 | (Hammi, 2015), (Ghazghazi, 2014)
122

33

664 (Borgi, 2009) (Ghazghazi, 2014)
130-199

39
340
3
8720

14,68 (Chouaibi, 2012), (Abdeddaim,

4087 2014)
1350

16570

325
173

922
4840
3200

(Abdeddaim, 2014), (Rsaissi, 2013)
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1.8 Ravageurs et maladies de zizyphus lotus :

L’arbuste de jujubier a une grande résistance contre les agressions biologiques sauf certain
maladies et ravageursurtout les variétés chinoises Zizyphus satina. Un Kermes, coccus
conchaeformis, est lui aussi assez commun, il se traite aux insecticides (pyréthre, roténone)
(Catoire C, 1999)

1.9 Les propriétés médicinales de Zizyphus lotus :

Zizyphus lotus est une plante trés utilisée en pharmacopée traditionnelle, Les principales
propriétés citées dans la bibliographie sont indiquées dans le tableau 4.

Tableau 4 : Propriétés médicinales de Zizyphus lotus

Organe Effets Réafférence
-Soin des furoncles et les abces
(cataplasme). Borgi et al 2007(a)

-Effets analgésiques et une importante Borgi et al 2008.
activité antiulcérogénique attribués a leur

contenu en principes actifs et la présence

de tanins et de flavonoides connus par

leurs effets gastroprotecteures.

-Traitement du diabéte dans la médecine Ghedira et al 1995
traditionnelle.

-Le jus qui serait efficace dans les

traitements de leucomes. Baba Aissa 1999.

-Soins des affections du tube digestif et Borgi et Chouchane 2006
du foie

-Activité anti-inflammatoire significative

par les flavonoides et les saponines.

-Associées aux fruits du jonc, a lalavande, Bellakhdar 1997

au styles de mais, au chiendent et aux

fleurs de figuier de Barbarie, traite les

cystites et contre les calculs rénaux.

-Traitement des irritations broncho-

pulmonaires. Baba Aissa 1999
Borgi et al 2007
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1.10. Importance économique et environnementale de Zizyphus lotus

Sur les terres agricoles, les touffes de jujubier sont généralement utilisées pour la confection des
enclos autours des habitats, des parcelles cultivées et parcs a bétail et comme source de bois de

chauffage.
2. substances bioactives

2.1.Composés phénoliques de jujubier :

Le terme « phénol » englobe approximativement 10000 composes naturels identifiés. 1ls sont
des métabolites secondaires caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant des
groupements hydroxyles libres ou engagés avec des glucides dans une autre fonction

chimique : éther, ester, hétéroside (Bruneton, 1993)

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

2.1.1. Les polyphénols
Les composants phénoliques sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d’un cycle

aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec des glucides.

lls sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieures (racines, tiges, feuilles, fleurs,
pollens, fruits, graines et bois) ; et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques
(Charpentie, 2006).

Les composants phénoliques sont des molécules biologiquement actives (G K. A., 1999), ils
sont largement utilisés en thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires,
inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti radicalaires, antimicrobiens, (Bahorum, 1997),
(Cetkovic G ., 2008).

Les polyphénols sont des molécules tres diversifiées, constituées d’un ou plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. lls peuvent étre regroupés en de
nombreuses classes suivant la complexité du squelette de base (noyau C6), le degré de
modification de ce squelette (oxydation, hydroxylation...) et enfin suivant les molécules
auxquelles ils sont associés (glucides, lipides, protéines, autres métabolites).

11
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Composés phénoliques

| l

Phénols‘simples Polypl;inols

(1 groupe phénol) > 2 groupes phénols
l Xanthones ”'/ e \ N
Acides Acides (Ce-C1-Cs) Stilp/é,ne/s
hydroxybenzoiques  hydroxycinnamiques _jce-c2-c5) /
(ce-C1) (c6-C3) " /
Flavonoides Lignanes
(C6-C3-C6) (ce-C3)2

Figure 06: classification des composes phénoliques (LABBANI, 2021.2022)

2.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides désignent une tres large gamme de composés naturels appartenant a la famille
des polyphénols, ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles
(J B., 1999).

Les flavonoides sont amplement répandus dans le regne végétal (graines, fleurs, fruits, feuilles)
(Dacosta, 2003).

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, avec plus de 4000 composés
différents identifiés dans le régne végétal. Les flavonoides ont été mis en évidence en 1936,
dans le zeste de citron, par Albert Szent-Gyorgyi, un Hongrois qui recut le prix Nobel de
Médecine en 1937 pour avoir isolé la vitamine C. Ces molécules possedent toutes un squelette
chimique commun (diphényle propanes constitués de deux noyaux aromatiques, liés par trois

atomes carboniques.

12
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2.1.2.1.Propriétés des flavonoides :

e Propriétés anti radicalaires

Le terme antioxydant est un agent qui utilisé a l'origine pour désigner les substances chimiques qui
empéchent ou ralentissent 1’oxydation en neutralisation des radicaux libres. Au début du XXe siécle
les propriétés des antioxydants ont été largement étudiées pour leur utilisation dans les procedés
industriels afin de réduire par exemple la corrosion des métaux et la polymérisation des carburants
dans les moteurs a explosion35. Il a un rdle bénéfique pour la santé grace a la protection contre les

vieillissements, réduisent les risques de cancers et de maladies cardio-vasculaires. (Blot, 1993)

La propriété antioxydant permet aux polyphénols de piéger les radicaux libres contre les agressions
environnementales, L’activité du piégeage des radicaux libres est 1’un des mécanismes importants de
I’activité antioxydant, pour les flavonoides, ce mécanisme est lié a leur structure et de I’arrangement

des groupements hydroxyles (Sokol-Letowska A et al, 2007).
e Propriétés anticancéreuses

Certains flavonoides possedent une activité antitumeurale et anticancérogenique significative.
Par blocage de la production de la tumeur de la peau, la quercétine peut étre considérée
effectif dans la prévention du cancer de la peau (Formica J-V et Regelson W, 1995).

e Propriétés antiallergiques

La quercétine a montré un potentiel d'action supérieur a celui du cromoglycate de sodium utilisé
comme médicament en empéchant la libération de I'histamine et d'autres substances endogenes qui
causent l'asthme.

e Propriétés antibactériennes

Les flavonoides possedent des propriétés antimicrobiennes (Petit P et al, 2007). lls sont
capables d’agir au niveau de la synthése des protéines virales. Mucsi et Pragai en 1985 ont
également montré une corrélation entre 1’effet inhibiteur de certains flavonoides sur divers virus
d’herpes et leur capacité a augmenter les taux intracellulaires en AMPC dans les cellules
infectées. Certains travaux ont mis en évidence un impact des flavonoides sur le rétrovirus
HIV responsable du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), aussi les flavonoides se

sont avérés de bons inhibiteurs de transcriptase reverse.
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Théoriquement, les flavonoides pourraient exercer des effets antibactériens puisqu’ils sont de

puissants inhibiteurs in vitro de ’ADN gyrase. D’autre part, une étude a montré 1’effet bactéricide de

différentes flavanones sur plusieurs bactéries comme :
Escherichia coli :

C’est une bactérie & Gram neégatif, commensal du tube digestif de I’homme et de
I’animal, (Kaper et al., 2004), de forme non sporulée, de type aérobie facultative,
généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur
estde 1,1a 1,5 um, E. coli représente la bactérie la plus impliquée dans les infections aigues
d’appareil urinaire, elle provoque également les diarrhées d’été ,diarrhée infantile et les

intoxications alimentaires (Percival, 2004).
Staphylococcus aureus:

Ce sont des cocci Gram positif avec un diamétre de 0,5 a 1,5 um, de forme non sporulée,
qui tendent a se grouper en paires, petites chaines, elles sont habituellement non capsulée,
ou possédant des capsules limitees, elles sont anaérobies facultatives. Staphylococcus aureus
représente 1’agent commun des infections postopératoires de blessures, endocardite aigue,

intoxication alimentaire (S, 2006).
e Propriétés anti inflammatoires

Les flavonoides sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire par

inhibition de l'activité des enzymes

e Propriétés chélatrices des ions métalliques

Gréace a leur structure chimique spécifique, les flavonoides peuvent facilement chélate les

ions métalliques en créant des composés complexes inactifs.

14
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2.2.  Lestechniques d’extraction des composes phénoliques :

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

supercritique.
2.2.1. La Macération :

L’extraction par macération est utilisée depuis longtemps pour extraire les tanins condensés
et les polyphénols a partir des écorces d’arbres, ou a partir des fruits. Les solvants utilisés sont
1’eau, I’acétone 70% ou le méthanol 80%. Elle présente I’intérét d’étre facile & mettre en ceuvre,
et non colteuse, mais d’autre part, elle nécessite beaucoup de temps (24h-72h) et elle est trés
peu sélective (K, 2009)

2.2.2. Extraction a chaud en continu (Soxhlet)

Un extracteur soxhlet est une piece de verrerie utilisée pour extraire les molécules
aromatiques de la plante. Quand le ballon est chauffé, les vapeurs de solvants passent par le tube
adducteur, se condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de 1’adducteur, faisant
ainsi macérer les résidus dans le solvant. Le solvant condensé s’accumule dans 1’extracteur
jusqu’ a atteindre le sommet du tube siphon, qui provoque alors le retour du liquide dans
le ballon, accompagné des substances extraites, le ballon s’enrichit progressivement en
composés soluble. La taille du corps en verre étant limitée, il peut &tre nécessaire de réaliser

plusieurs extractions successives pour récupérer une quantité suffisante d’extrait.

2.2.3. Extraction par hydrolyse acide

Elle consiste en 1’extraction et la séparation des flavonoides par hydrolyse acide et a chaud de
la poudre végétale (la liaison C-O-C des O-glycosyl-flavonoides est trés fragile et se rompt a
I’hydrolyse acide en libérant les aglycones, par contre la liaison C-C des C-glycosyl-
flavonoides est tres résistante & ce type d’hydrolyse) et permet d’obtenir deux types de

COMpPOSES :

Une fraction d’aglycones et d’acides phénols par I’extraction préliminaire a 1’
étherdiéthylique.
Une fraction de C-glycosides et d’anthocyanes récupérée par 1’ extraction au nbutano
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2.2.4. Extraction au CO2 supercritique

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

reprend ainsi sa forme gazeuse et est complétement éliminé.

L’extrait végétal est isolé, les matiéres premiéres ainsi obtenues sont proches du produit naturel

d’origine sans trace résiduelle de solvant

2.2.5. Extraction assistée par micro-ondes (MAE, MicrowaveAssisted Extraction)

Cette technique présente I’intérét de faire des extractions a température ambiante, 20-25°C et pour des
durées tres courtes de 3-30 min, ce qui permet de préserver les composés thermolabiles (acide gras,
polyphénols), des colorants, des antioxydants, des ardmes ou aussi des caroténoides (Routray et Orsat,
2012).

Son principe consiste a la destruction des parois cellulaires par des fréquences d’ultrasons (Les
fréquences utilisées sont généralement supérieures a 20 kHz), ce qui permet une meilleure pénétration

du solvant au cours de la matiére, et par conséquent un meilleur rendement d’extraction.

En milieu liquide, les ultrasons provoquent des cycles d’expansion et de compression des cellules
formant ainsi des bulles, le développement excessif des bulles microscopiques a proximité des parois
cellulaires, entraine une élévation de température et de pression, ce qui provoque I’explosion des

bulles et la destruction des parois cellulaires (Wang et Weller, 2006).
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Le but de notre travail est de formuler une creme et un savon antimicrobienne naturel a base

d extrait des feuilles de Z.lotus de la région de chéfa

L objectif de notre travail, la formulation des produits naturels a partir de differentes extraits

de feuilles de Z.lotus, et I'évaluation de leur effets antimicrobienne in vivo.

1. Matériels
1.1.  Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétal

Les feuilles de Zizyphus lotus L sont récoltées la matinés, de la wilaya de Blida, dans la région
de Chéfa aux cours de mois de mars. Les feuilles de la plante sont recoltes, rincées et séchés a
I’air libre, a labri de la lumiére et de I’humidité. Apres le séchage, ils sont broyés a 1’aide d’un

mixeur jusqu’a I’obtention d’une poudre.

Figure 07: les feuilles de Zizyphus lotus avant et apres broyage
1.1.2. Les souches microbiennes

Les souches microbiennes utilisées ont été fournis par le laboratoire Saidal de Médéa. Les

souches testes sont rapportés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 04: Souches microbiennes de références

Microorganismes | Gram positifs | Staphylococcus aureus | ATCC2592

Gram négatifs | Escherichia coli ATCC8139
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1.2. Matériel non biologique

L’ensemble des verreries et des produits utilisés lors de cette étude sont motionnés dans le

tableau voir Annex.

2. Méthodologie
2.1. Preparation d’extraits
2.1.1. Préparation d’extrait aqueux par macération

Une macération aqueuse a été effectuée sur 10 g de poudre des feuilles du Zizyphus lotus
avec 200 ml de H,Op

e Agitation

Apres avoir préparé 1’ Arlen Mayer, il est placé dans une chambre sur un appareil d’agitation

pondant trois jours.

Figure 08: Agitateur (université saaddahleb, 2022)
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e Lafiltration

Apres 72 heures d’agitation, la filtration faite a I’aide d’un entonnoir et un papier wattman

n°2. Récupére extrait obtenu dans une fiole sous obscurité, puis concentrée par lyophilisation.

e Lyophilisateur

La lyophilisation permet par un processus de sublimation d’extraire 1’eau d’un produit
préalablement congelé. Le procédé a lieu sous vide avec une température du produit inférieure
a-10°C.

2.1.2. Préparation d’extrait éthanolique

Une prise d'essais de 10 g de poudre des feuilles de zizyphus lotus a été mise a maceérer dans
200 ml d’éthanol 96%. Apres filtration, I’extrait a été évaporé a sec sous pression réduite a

45°C au Rotavapor (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

' N — \ .-'%\v .

..

FigureQ9: appareil d’évaporation des extraits (université saaddahleb, 2022

2.2.  Tests biologique de Zizyphus lotus L.
2.2.1. Evaluation des activités antibactériennes de la plante

La méthode utiliséepour I’évaluation in vitro de 1’activité antimicrobienne, c’est la méthode

de diffusion sur disque en milieu gélose.

La methode repose sur la compétition de la croissance d’ une bactérie et la diffusion d’ un agent
antibactérien dans un milieu gélosé a partir d’ un support papier pré-imprégné d’ un agent
antibactérien, le diametre d’ inhibition, qui traduit I’ activité antibactérienne de 1’ extrait,
est ainsi déterminé (al V.-U. G., 2003).
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2.2.1.1.  Préparation des souches bactériennes

Les souches microbiennes utilisées dans cette étude sont des souches références :
Staphylococcus aureus ATCC2592 sont des bactéries Gram positive et Escherichia coli qui
ATCCB8139 est des bactéries a Gram négatif.

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

colonies isolées.

2.2.1.2.  Préparation de la suspension bactérienne

Prélever a I’aide d’une anse stérile des colonies bien séparées des souches bactériennes

étudiées pour les homogénéiser dans 5 ml de Tryptophane sel eau (TSE). .
2.2.1.3.  Préparation des milieux de cultures

La gélose de Mueller-Hinton est coulée et répartie dans des boites de pétri stériles, ces dernieres

sont séchées pendant 30 min a une température ambiante avant leur emploi
2.2.1.4. Ensemencement

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri,ensemencer toute la surface
du milieu en stries serrées. Les disques imprégnés d’extrait sont déposés delicatement sur la
surface de la gélose inoculée a I’aide d’une pince stérile. L’imprégnation des disques a été faite,
au préalable, a I’aide de micropipette. Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 24
heures a 37°C.

2.2.1.5.  Lecture des antibiogrammes

La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diametres des halos d’inhibitions
au tour des disques.

D’aprés Kumar, M et al (231), les resultats sont classes suivant la sensibilité des souches vis-
a-vis des substances testés comme suit :

Diametre < 10mm : souche non sensible ou résistante
Diameétre de 1 a 15 mm : souche moyennement sensible
Diametre de 15 a 19 mm : souche sensible

Diameétre > 20 mm : souche extrémement sensible
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2.2.2. Evaluation des activités antioxydante de la plante

L activité antioxydante des composés phénoliques provient de leur capacité a donner un électron
ou un hydrogene, et de délocaliser un électron impair a ’intérieur de leur structure aromatique.

IIs protegent ainsi les molécules biologiques contre 1’oxydation.

Dans notre étude, la mise en évidence de 1’activité antioxydante in vitro des différents extraits
du Zizyphus lotus est réalisée par la méthode du piégeage d’un radical libre 2,2- diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH)

2.2.2.1. Test du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Principe

Pour étudier I’activité anti-radicalaire des différents extraits de Z. lotus, nous avons élire la
méthode qui utilise le DPPH (diphénylpicryl-hydrayl) comme un radical libre relativement
stable (Sharma et al, 2009), selon le protocole décrit par. Ce test est basé sur la mesure de la
capacité des antioxydants a piéger le radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH:). Ce

dernier est réduit a la forme d’hydrazine (non radical) en acceptant un atome d’hydrogéne.

+ Anuoxydant-OH 4+ Antoxydant-O*
> N

DPPH (violet) DPPHH (jaunc)

FigurelO: Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl) (M, 2012)

La réduction de DPPH (2.2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl) en DPPH-H (2.2 Diphenyl-1-picryl
hydrazine) induit une perte de sa couleur violette qui peut étre suivi a 517 nm ce qui reflet la
présence des substances anti-radicalaires dans le milieu; ainsi quand la perte de la couleur est
rapide, le donneur de I’hydrogene est consideré comme un fort antioxydant (popovici C,
2009).
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2.2.2.2.  Protocole expérimental :
Pour réaliser I’analyse 2,9 ml de la solution éthanolique de DPPH (0.025¢g/l) est ajouté a 100
ul d e la solution de chaque extrait a différents concentration (25, 50, 100, 200et 250 pg /ml).
Le mélange est vigoureusement agité puis les tubes sont incubé a température ambiante et a
I’obscurité pendant 30 min. la langueur d’onde d’absorption maximale a été préalablement

déterminer. Toutes les lectures sont effectuées a 515 nm.

@O REDMINOTES

= Y TR vy 17 e

Figurell: dosage des concentrations

Les échantillons, les antioxydants de référence (acide ascorbique) et le témoin sont prépares

dans les mémes conditions opératoires.

Le protocole d’évaluation du pouvoir anti-radicalaire est illustré par la figure suivante :

100ul de
I’extrait (25,

50, 100,200 et
250ug/ml)

2.9 MLde
DPPH
(0.025g/1)

i

Qctures a 515 D

Figure 12: Le protocole d’évaluation du pouvoir anti-radicalaire
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2.3. La formulation
2.3.1. Formulation de savon

Dissoudre une quantité de 10 g du soude dans un extrait aqueux de Z.lotus sur un bain marri.
Peser 100g d’huile de coco et laisse-la sur une plaque chauffante jusqu’a ce qu’elle fonde.
Ensuite, repeser 150g d’huile d’olive et mélange les deux huiles. Laisse-les refroidir jusqu'a la
température 37°c. Verser la solution de soude dans la solution huileuse et mélangé a I’aide d’un

mixeur jusqu'a ce que la solution soit préte. Puis mettre le dans des moules.

2.3.1.1. Tests d’efficacité du savon

Cette évaluation est basee sur le degré d'efficacité du savon naturel préparé a partir d'une extrait
aqueux de zizyphus lotus L pour éliminer les bactéries présentes dans les mains de certains

volontaires ayant testé ce produit naturel.

L'efficacité du savon naturel dans I'élimination des bactéries et des germes a été évaluée en

comparaison avec un témoin industriel (désinfectant).

e Preparation des échantillons :

Devant le Bec Bunsen et sur une table propre et stérile, versez le milieu TSE dans les

écouvillons et écrivez les informations nécessaires sur chacune.

Le prélevement bactériologique ont été effectue sur les mains des volontaires avant et apres
I’utilisation de savon et le septieme (\V7) prélevé un échantillon avant et apres Iutilisation de
désinfectant industriel. Puis, placé a l'intérieur des écouvillons. Agiter le milieu et laisser agir

quelques minutes.

Figure 13: prelevement d’un volontaire (V7)
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Préparation des milieux de culture

La gélose de Chapman et la gélose nutritive ont été préalablement préparées et distribuées

dans des boites de Pétri stériles. Séchez-les 30 minutes a température ambiante avant utilisation.
Ensemencement

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage en stries, en tournant la boite d’environ 60°,
il s’effectue de telle sorte a assurer une distribution homogéne des bactéries sur les boites.
Incubation

L’incubation se réalise dans une étuve a une température de (30°C.a. 37°C)

Figurel4: incubation des milieux de culture ensemencée

L’évaluation des échantillons se fait aprés 24 a 48 heures d’incubation.
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2.3.1.2 Etude macroscopique sur boite de pétri

1) Presence/absences des colonies bacteriennes
2) Observation: la forme, la couleur 1’opacité des colonies et mesuré le diamétre des

colonies.
2.3.1.3 Etude microscopique des bactéries

a. Lacoloration de Gram
Il est essentiel de connaitre ce qui différencie une bactérie a Gram (+) d’une bactérie a Gram

(-), pour qui s’intéresse un peu a la bactériologie. En effet la technique de coloration de Gram,
découverte a la fin du XlIXe siecle, est toujours répandue aujourd’hui. Ce procédé de
classification des bactéries découvert en 1884 par le pharmacien, médecin et bactériologiste
danois, Hans Gram. Ainsi, la distinction d’une bactérie a Gram positif ou négatif donne de
précieux indices aux scientifiques et médecins sur la nature du micro-organisme et sa maniere

de réagir a certains produits.

e Bactéries de gram positif

Les bactéries a Gram positif apparaissent violettes au microscope. La paroi de ces micro-
organismes est particulierement épaisse et uniforme. Du fait de cette structure particuliere,
I’alcool ne peut traverser la paroi bactérienne lors de la décoloration. Ainsi, la recoloration par
la fuchsine ne fonctionne pas sur les bactéries a Gram positif, qui conservent une coloration

violette.
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e Bactéries de gram négatif

Les bactéries a Gram (-) pour leur part, présentent une paroi plus fine que leurs homologues a
Gram (+). De fait, celle-ci est perméable a I’alcool, qui la décolore lors de la mise en pratique
de la coloration de Gram. C’est pour cela que les bactéries a Gram négatif ne sont pas

violettes

Technique de coloration

Prenez les trois boites de Pétri de gélose nutritive des trois échantillons avant 1’utilisation de
savon identifier la nature et le type de bactéries présentes.

e Faire un frottis

Déposer une goutte d'eau distillée stérile sur la lame. Prélever des bactéries a l'aide d’une pipette

Pasteur, ensuite Faire un frottis bactérien.

e Coloration
Déposer quelques gouttes de violet de gentiane (cristal violet) sur le frottis et Laisser agir pendant
une minute puis Rince avec I’eau du robinet. Déposer quelques gouttes de Lugol sur le frottis et
Laisser agir 1 minute puis Ringé avec 1’eau du robinet. Placé le frottis dans un bain d’alcool 470°,
pendant 30 secondes puis Rincer a I'H20. Colorer maintenant le frottis avec la fuchsine (pendant 1

minute) avec Séchage, ensuite Observer le frottis au microscope (G x100 a 1’observation),
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e |dentification des bactéries

Observation au microscope photonique : Nous avons observé deux genres de bactéries.

Bactéries & gram positives (G") et des bactéries a gram négatives (G).

Tests d’identification : Ex : ApiE tests
L’ Apie tests nous a permis d’identifier Escherichia coli

Tests catalase :
Sur une lame propre, nous avons mis quelques bactéries (G) ou, on a ajouté quelques
gouttes de I’eau oxygéné (H,O,), apres quelques secondes, nous avons observés une
effervescence.

Observation : Catalase positive.

Pour les bactéries a gram positives (G*) : on a ajouté le sérum de lapin a notre suspension
bactérienne.

Observation : Floculation/Coagulation
Staphylococcus aureus : Bactérie & Gram positif, Coagulation®

2.3.2. Formulation des cremes

2.3.2.1. Formulation de créme a 50%

La créme prépare contient 50% d’extrait ethanolique de jujubier obtenue &pres concentration par
Retavapeur c'est-a-dire on va prendre 1g de cette extrait.

Le processus de préparation de la creme passe par deux phases interdépendantes (huileuse
et aqueuse). La masse de la créme a prépare est d’environ 100g.

e Preparation de la phase huileuse
La masse de cette phase est 40g.
Prépare tous les matériels et les produits nécessaires pour la préparation de la creme. Allumez la
balance et mettre un morceau de papier au-dessus, ensuite cliquer sur tare. Peser 5g d’alcool
stéarylique, 5g d’alcool cétylique, 2g d’acide stéarique et mettez-les dans le bucher, ajoute aussi
38g d’huile de coco et 1g d’extrait de jujubier dans le meme bucher et le Mettre sur une plaque

chauffante a 94°c jusqu’il va étre homogene.
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e Preparation de la phase agueuse
La masse de cette phase est 60g.

Dans un autre bucher peser 1.5g de gomme guar, 2g d’imulgan (agent muant), 2g de glycérol.
Ensuite, on ajoute 54.5ml d’eau distillé. Ajouter un barreau magnétique dans la solution, puis agiter a

1’aide un agitateur.

e Emulsification
On commence par l'agitation au méme temps on ajoute la phase huileuse dans la phase aqueuse.
On augmenter l'agitation pour favoriser I'emulsion. Diminuer l'agitation jusqu'a formation d'une

créme.

Figurel5: Emulsification de la creme

2.3.2.2.  Formulation de créme a 25%

La créeme prépare cette fois contient 25% d’extrait brute de jujubier obtenue &pres
concentration par Retavapeur c'est-a-dire on va prendre 0.5g de cette extrait.

La préparation de cette créme se fait dans les mémes étapes mentionnées ci-dessus. En tenant
compte de la quantité d’extrait ajoutée lors de la phase huileuse qui est estimée a 0,5 g.
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1. Rendement d’extraction

Le rendement(R) de la plante en extraits secs est le rapport entre la masse de I’extrait sec (ME) et la
masse de la poudre végétale (MV).
Le rendement est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule suivante:

R= (ME /MV) X 100

Rendement 20%

Tableau 05: le rendement d’extraction

2. Activité antibactérienne des feuilles de zizyphus lotus L:

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits préparés des feuilles du
Zizyphus lotus par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosés solides, Mueller-
Hinton. L activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de diametre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant 1’extrait & tester vis-a-vis les bactéries Gram (+) :
Staphylococcus aureus, et Gram (-) : Escherichiacoli.Les résultats obtenus sont apportés dans la
figure (22).

Les résultats obtenus ont montré que le pouvoir antimicrobien dépond de type des souches

microbiennes.

Figure 16: effet antibactérien de I’extrait de feuilles de Z.Lotus de chéfa sur E. coli et
Staphylococcus aureus
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Interprétation des figures

Les résultats obtenus montrent que I’extrait des feuilles de zizyphus lotus L de la région de
chéfa a une activitée d’inhibition significative contre la croissance bactérienne un degré
déférents, lié au type de souche microbienne.

D’apreés les résultats obtenus, notre extrait apparait une grande zone d’inhibition entre (17-22
mm) sur les Staphylococcus aureus (Gram+) para port a Escherichia coli (Gram-).

Ces résultats montrent que I’extrait AQ a une grande activité anti bactérienne qui confirme sa

richesse en composes actifs.

Il est apparait que le Staphylococcus aureus (gram positive) est la bactérie la plus susceptible
par comparaison avec 1’autres souche (gram négative); ceci peutétre attribué a la différence de
la 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 gram négatives a unestructure multicouche liée par une membrane cellulaire
externe (Ali-Shtayeh et al .,1998)

Gram-positive bacteria
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Figure 17: structure de la paroi bactérienne (Ali-Shtayeh et al. 1998)
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Discussion

L’extrait des feuilles fait une grande zone d’inhibition avec Staphylococcus aureus (Gram+),
ce qui confirme que I’extrait est plus actif avec les (Gram+) qui constituée par une seule couche
alors que la paroi cellulaire des gram négatives a une structure multicouche liée par une

membrane cellulaire externe donc I’inhibition de ce genre des bactéries est difficile.

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

éthanolique, sauf pour Staphylococcus aureus ou il montre une faible activité inhibitrice.

Les différentes études sur les feuilles de Z.lotus démontrent que La sensibilité des micro-
organismes aux différents extraits de cette plante est bien corrélée avec la méthode

d'extraction et/ou le solvant utilisé.

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

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

utilisé.
3. L’efficacité du savon

Nous avons étudié in vivo le pouvoir antimicrobien de l'extrait aqueux préparé a partir des
feuilles de Zizyphus lotus en testant sur des volontaires le degré d'efficacité d'un savon naturel

préparé a partir de I'extrait aqueux de la plante.

L'efficacité du savon naturel dans I'élimination des bactéries et des germes a été évaluée en

comparaison avec un témoin industriel (désinfectant).
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Figure 18: boite de gélose V1 avant et apres lavage

La figure (25) représente les boites de gélose des prélevements de volontaires 1 avant et apres

lavage avec le savon naturel. Les colonies bactériennes sont visibles sur les deux boites de

prélévement avant et aprés lavage.

Les résultats des prélevements sont trés satisfaisants. Ils montré qu’apres un lavage avec le

savon les nombres des colonies bactériennes presque absent. Ces résultats permettent également

de conclue que les feuilles de zizyphus lotus L présente dans le savon semble étre efficace avec

une activité anti bactérienne remarquable.

Les résultats obtenus des différents prélévements microbiologiques sont rapportés dans les

tableaux (6) et (7).

Tableau 06: résultats d’incubation des échantillons dans le milieu Chapman

Incubat V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7
ion
24 Avant | +++ ++++ +++ +++ +++ +++ | ++4+
heurs Apres | -++- -—t ——++- —t-- EEFIFERE R
48 Avant | ++++++ | +H+++ | FHEEE | | | | R
heurs ++++++ | FHHHE | | | A | |
++ +
o I e I e B B B
+ : présence des MO - : absence des MO
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Tableau 07: Résultats d’incubation des échantillons dans le milieu nutritif

Incubation V1 V2 V3
24 heurs Avant ++++ ++++++ ++++++
Apres . ————ttt- | e +--
48 heurs Avant +++++++++H++ | |
Apres | --—-- +4-am- e .

+ : présence de MO - : absence des MO

Ces tableaux montrent bien que le nombre de colonies bactérienne avant lavage des mains

avec le savon et largement réduit apres lavage et celui-ci pour chaque volontaire.

Ces résultats ont été comparés avec un témoin industriel V7 qui a donné des résultats d’une

grande précision et nous a prouvé la grande efficacité du notre savon.

Les résultats des isolats microbiens des deux milieux montrent que I’extrait aqueux des feuilles

de zizyphus lotus L élimine des nombreux types des souches bactériennes a différents degres.

L’identification des souches bactériennes par la coloration de gram et le test de catalase nous

a donné des Staphylococcus aureus a Gram positif et Escherichia coli a gram négatif.

Les résultats de notre savon montrent que I’extrait aqueux des feuilles de zizyphus lotus L a un
effet antibactérien éléve contre les Staphylococcus aureus, et un effet faible contre I’Escherichia

coli.

4. Evaluation de I’activité anti oxydante
Détermination de la concentration inhibitrice médiane (1C50)
Les valeurs d’IC50 sont déterminées graphiquement a partir la courbe linéaire entre les

différentes concentrations des extraits phenoliques ou les antioxydants standards choisis (I’acide

ascorbique) et la variation du pourcentage d’inhibition | %.

L’IC50 est définie comme étant la quantité ou la concentration d’antioxydants (extrait ou

toute autre substance antioxydant) nécessaire pour inhiber ou faire disparaitre 50% des
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radicaux. Les IC50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en

fonction des différentes concentrations des extraits testés.

Tableau08: pourcentage d’inhibition du DPPH

La

concentration | 25 50 100 200 250
I’absorbance | 0.467 0,414 0.351 0.337 0.334
L’inhibition | 43.94 50.30 57.86 59.54 59.90

Les activités antiradicalaires des extraits Zizyphus lotus et de la référence ont été déterminées

par la méthode au DPPH. Les résultats obtenus sont représentés sous forme de droites dont

les équations sont les suivantes:

Extrait d’éthanol: Y = 0.062x +46.50

Extrait de référence : Y = 0.052x +47.27
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Figure 19: la courbe d’étalonnage de I’antioxydant de référence (acide ascorbique)
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Figure 20: la courbe d’étalonnage des échantillons
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Interprétation des courbes

La courbe montre une faible différence entre le pourcentage d’inhibition de I’extrait
éthanolique de Zizyphus lotus par rapport au pourcentage d’inhibition d’acide ascorbique
I’extrait éthanolique présente un pourcentage d’inhibition inférieure a 50%pour les
concentrations (25U1/mg) et supérieur a 50%pour les concentrations(50,100,200 et 250Ug/ml)
,alors que I’acide ascorbique présente une inhibition inferieure a 50%pour les concentrations
(25Ug/ml) et supérieure a 50 % pour les concentration (50,100,200 et 250Ug/ml).

Discussion

D’aprés les résultats de la courbe I’inhibition du radicale DPPH augmente avec
I’augmentation des concentrations de 1’extrait éthanolique de Zizyphus lotus et d’Acide

ascorbique.

L antioxydant standard I’acide ascorbique montré une activité antioxydant puissante avec une
ICso De I’ordre de 52.5ug/ml et Les extraits éthanolique de Zizyphus lotus représente une

activité antioxydant avec une Clso de56.45ug/ml.

Les résultats, montrent que I’extrait éthanolique des feuilles de Zizyphus lotus inhibe 87.54%
du DPPH, et la vitamine C inhibe 95.03% du radical oxydant. D’aprés les résultats obtenus
par les deux courbes, I’acide ascorbique présente un pourcentage d’inhibition plus élevée par
rapport a I’extrait éthanolique des feuilles de Zizyphus.lotus.D’aprées les résultats, il semble
que I’inhibition du radical libre DPPH augmente progressivement avec I’augmentation des

concentrations des extraits de feuilles de Z.lotus et I’acide ascorbique.

I (%): (AbS blanc —Abs échantillon /AbS) x100

ADS pjanc =Absorbance a 517nm pour 1ml de la solution de DPPH
ADS ¢chantinon=Absorbance a 517nm de ’extrait éthanolique de Z.lotus : 1ml de la solution

L’inhibition du radical DPPH est donné IC50, cette valeur est définit comme étant la
concentration efficace de 1’extrait qui est capable de piégé 50% des radicaux libres, dans le
mélange réactionnel, plus la valeur de d’IC50 est basse, plus I’activité antioxydant d’un

composé est grande.
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Tableau 09: Calcul de I’indice d’AAl de Zizyphus lotus et de la vitamine C

IC50 (pg/ml) AAI
Acide ascorbique 52.5 65
L’extrait 56.45 4456

Selon les résultats obtenus (Tableau 10) I’extraits éthanolique des feuilles de Z.lotus exerce une
activité antioxydant avec un IC50= 56.45ug/ml avec une AAI=.4456.Cependant la capacité de
antioxydant de 1’extrait éthanolique des feuilles de Z.lotus est forte parce que I’AAI, il se
trouve entre 65>AAI>.4, et il est proche de I’antioxydant synthétique de référence :
Vitamine C(1C50=52.5ug/ml).

Puisque les valeurs d’IC50 sont inversement proportionnelles a I’activité anti-radicalaire. La

valeur d’IC50 la plus faible correspond a I’efficacité la plus élevée (Boubekri, 2014).

Notre résultat est similaire a celui obtenu par DJAFER Asmaa et DERBAL la plus forte activité
(92.89%) a été exposée par l'extrait éthanolique a une concentration respectivement de 0.4
mg/M (IC50% : 0.287mg/ml) Ces résultats sont plus faible que les résultats de notre travail et
cela peut étre attribué a la concentration des extraits.
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Conclusion et perspective
Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. L études des propriétés antioxydants et
antimicrobiennes a concerné une plante appartient a la famille des Rhamnaceées,
employée en Algérie gras a ses propriétés thérapeutiques. Les données des travaux
scientifiques étudiés fournissent une base scientifique pour expliquer I’utilisation

d’espece végetale le Zizyphus lotus.

L activité biologique in vitro d’extrait des feuilles du Zizyphus lotus, nous a permis

d’extraire des résultats curieux qui montrent que I’extrait testé est actif.

Les résultats obtenus pour I’activité antibactériennes de 1’extrait éthanolique de
Z.lotus de chéfa présente une activité inhibitrice plus élevée contre I’un des deux
souches testes, et que la bactérie Staphylococcus aureus a (Gram positif) est plus
sensibles alors la bactérie Escherichia coli a Gram négatif est avérées moins
sensibles. Ces activités a cause de la concentration de polyphénols, flavonoides

plus importante que les autres extraits.

L activité antioxydants de 1’extrait éthanolique a été évaluée par la méthode de la
réduction de radicale DPPH, I’activité anti radicalaire est élevé et presque égale a
I’antioxydant de référence.

Notre travail est base sur la formulation d’une créme et un savon antimicrobienne

naturel a base d extrait des feuilles de Z.lotus de la région de chéfa

Notre prespective d’avenir est d’etudier chaque extrait séparément puis isoler, purifier et

identifier les différentes molecules responsables a ces deux activités

Evaluation in vivo I’activité antiinflamatoire, antivirale et antimutagéne et d’autres
activites biologiques de chacun de ces composes pris séparément. Puis, incorporé dans

d’autres types des produits cosmétiques.
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Annexe 1

Produits utilisés

produits
Ethanol 96% Eau distillé
violet de gentiane Huile de coco
Fuschine Huile d’olive
Lugol Alcool cetylique
Glycérol Alcool stéarylique

Soude caustique

Acide stéarique

Gélose nutritive

Gomme guar

Gélose Chapman

Emulgin

Gélose Mueller-Hinton

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH))

Diméthylsulfoxyle(DMSO)

Tryptophane sel eau (TSE)

H20,

DPPH

DMSO

s




Annexe

Matériel non biologique

Verreries appareils

Erlen Meyer Balance de précision

Buchers Broyeur (type : mortier)

Entonnoir Bain marie

Flacons Autoclave réglé a(30°C et
37°C)

Pissette Etuve

Fioles Thermometre

Boites pétries Agitateur

Ballons Plaque chauffante
Eprouvette Rota vapeur
Lames et lamelles Chronometre
Ecouvillons Microscope
Barreau magnétique Agitateur

Pipette gradues Vortex
Micropipettes(100um,1000%pum) | Bec bunsen

Milieu de culture

Milieu de culture utilisée pour 1’étude de 1’activité antimicrobienne sont:

La gélosenutritive (GN): est un milieu ordinaire utilisé pour obtenir des colonies bactériennes

La gélose Chapman ou gélose au sel de mannitol: est un milieu sélectif utilisé poursélectionner

le type des bactéries.

Ce milieu est a la fois une gélose sélective et différentielle. Le milieu sélectionnera des organismes qui
peuvent vivre dans des zones a forte concentration en sel (chlorure de sodium) et la fermentation du

mannitol, mise en évidence par le virage au jaune de I’indicateur pH (rouge de phénol), permet

d’orienter le diagnostic.

Y




Annexe

Préparation de milieu de culture

Préparation de gélose nutritive

Suspendre 30 grammes dans 1 litre d’eau distillée puis Chauffer a ébullition pour

dissoudre completement le milieu.

Stériliser par autoclave a une pression de 15 Ib (121 °C) pendant 15 minutes, Apres

I’autoclave, laisser refroidir a 45-50 °C.

Verser de 1’agar nutritif dans des boites de Pétri (jusqu’a ce que 1’agar soit solidifi¢).

Ensuite, Conserver les boites au réfrigérateur.

Préparation de gélose Chapman

Le milieu de Chapman a été déja préparé dans des tubes, chaque tube contenant environ 10 ml. Faire
fondre le milieu a l'intérieur d'un autoclave a haute température pendant plusieurs minutes.

Devant Bec Bensen, préparez tous les matériels utilises, stérilisez-le et commencez a préparer le
milieu.

Préparez toutes les boites de Pétri nécessaires, écrivez sur le coté la date et les informations nécessaires

puis Videz le contenu de chaque deux tubes dans un boite de pétri et laissez-le refroidir, ensuite
conserver au réfrigérateur.
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