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Résumé

Cette étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation de la plante
Ziziphus spina-christi, connu localement sous le nom de "sidr" toute on
¢valuant leur potentiel thérapeutique a savoir les activités antioxydants,
antimicrobienne et antifongique ainsi que leur corrélation avec les
composés phénoliques identifiés dans les extrais des cette plante.

Les différents testes ont été réalisés sur les extraits (infusion aqueuse,
extrait aqueux, extrait éthanolique) préparés a partir des feuilles de
Ziziphus spina-christi. Le rendement d’extraction le plus élevé a été obtenu
avec I’extrait aqueux (41,5%), suivi de I’éthanolique (18,5 %) et de
I’infusion (13,2 %) traduisant I’influence déterminante du solvant utilisé.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la
présence de métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de notre
plante tels que les flavonoides, les tanins, les saponosides et les coumarines
avec une présence modérée d’alcaloides, tandis que les anthocyanes,
I’amidon, les stérols et les triterpénes étaient absents.

L’évaluation des propriétés antioxydants a mis en ¢évidence
I’efficacité remarquable de I’extrait éthanolique qui a présenté la meilleure
capacité de piégeage des radicaux libres (avec un IC50 de 0,405 mg/ml)
ainsi qu’une absorbance ¢levée au test CAT (3,244 a 1 mg EAA/g MS)
témoignant de sa richesse en composés phénoliques. L’extrait aqueux a
montré des résultats similaires, tandis que 1’infusion s’est distinguée par
son pouvoir réducteur au test FRAP, malgré une activité inférieure au test
DPPH.

Concernant I’activité antimicrobienne, I’extrait éthanolique a montré
une bonne activité contre Bacillus cereus avec une CMI= (6,25 mg/ml) ,
tandis que Escherichia coli et Klebsiella pneumonia on montré une
sensibilit¢ envers l’infusion aqueuse avec des CMI de Concernant
I’activité antimicrobienne, D’extrait €thanolique a montré une bonne
activité contre Bacillus cereus avec une CMI= (6,25 mg/ml) , tandis que
Escherichia coli et Klebsiella pneumonia on montré une sensibilité envers
I’infusion aqueuse avec des CMI de (6,25 mg/mL) et (12,5 mg/ml)
respectivement. Nos extraits montrent une activité antifongique modérée
contre Candida albicans et Aspergillus niger avec des CMI de (6,25
mg/ml) et (0,78 mg/ml) dans cette ordre.

Tout les souches testées on montré un effet bactériostatique. La
présence contemporaine de bioactivités suggere que Ziziphus spina-christi
peuve étre une source de tels nouveaux conservateurs dans les industries
alimentaires et pharmaceutiques.

Mots-clés : Ziziphus spina-christi ; screening phytochimique ;
Métabolites secondaires ; Activité antioxydante ; Activité antimicrobienne




Abstract

This study is part of the valorization of the plant Ziziphus spina-christi, locally
known as "sidr", by evaluating its therapeutic potential, including antioxidant,
antimicrobial, and antifungal activities, as well as their correlation with the
phenolic ~ compounds  identified in  the plant extracts. The various tests
were conducted on three types of extracts (aqueous infusion, aqueous extract, and
ethanolic extract) prepared from the leaves of Ziziphus spina-christi. The highest
extraction yield was obtained with the aqueous extract (41.5%), followed by the ethanolic
extract (18.5%) and the infusion (13.2%), highlighting the determining influence of the
solvent used.

Phytochemical screening revealed the presence of several secondary metabolites
in the plant tissues, such as flavonoids, tannins, saponins, and coumarins, along
with a moderate presence of alkaloids. In contrast, anthocyanins, starch, sterols, and
triterpenes were absent.

The evaluation of antioxidant activity demonstrated the remarkable efficacy of
the ethanolic extract, which showed the highest radical scavenging capacity (ICso =
0.405 mg/ml) and strong absorbance in the CAT assay (3.244 at 1 mg/ml), indicating a high
content of phenolic compounds. The aqueous extract showed comparable results, while
the infusion stood out in the FRAP assay due to its reducing power, despite a lower
DPPH scavenging activity.

In terms of antimicrobial activity, the ethanolic extract exhibited good inhibitory
action against Bacillus cereus (CMI = 6.25 mg/ml), while Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae showed sensitivity to the aqueous infusion, with MIC values
of 6.25 mg/ml and 12.5 mg/ml, respectively. The extracts also showed moderate
antifungal activity against Candida albicans and Aspergillus niger, with MICs of 6.25
mg/ml and 0.78 mg/ml, respectively.

All tested strains exhibited a bacteriostatic effect. The coexistence of these biological
activities suggests that Ziziphus spina-christi could be a promising natural source of
new preservatives for use in food and pharmaceutical industries.

Keywords: Ziziphus spina-christi; phytochemical screening; secondary metabolites;
antioxidant activity; antimicrobial activity.
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Introduction




introduction
Depuis les temps anciens, les plantes médicinales représentent une source précieuse de

remédes naturels, utilisées par les différentes civilisations pour soulager les maux et
améliorer la qualit¢ de vie. La médecine traditionnelle, transmise de génération en
génération, a su exploiter les vertus curatives des plantes grace a leur richesse en composés
bioactifs. Ces composés, en particulier les métabolites secondaires tels que les polyphénols
et les huiles essentielles, ont attiré 1’attention croissante de la communauté scientifique en

raison de leurs diverses propriétés thérapeutiques (Fraga, 2007 ; et al Halliwell, 2006).

Les composés phénoliques, notamment les flavonoides, les acides phénoliques, les
tanins et les stilbénes, sont connus pour leurs effets antioxydants puissants, leur capacité a
neutraliser les radicaux libres, a inhiber certaines enzymes pro-oxydantes et a protéger les
structures cellulaires contre les dommages oxydatifs (Halliwell, 2009 ; et al Martins et al.,
2016). En paralléle, plusieurs études ont démontré les propriétés antimicrobiennes de
nombreuses espéces végétales riches en ces composés, ouvrant la voie a de nouvelles
alternatives naturelles face a la résistance croissante aux antibiotiques (Cushnie et Lamb,

2011 ; Ben Sassi et al., 2008).

Parmi les plantes d’intérét médicinal croissant, Ziziphus spina-christi (appelée
localement "Sidr'") occupe une place importante dans la pharmacopée traditionnelle de
plusieurs régions du monde, y compris I’ Algérie. Cette plante, appartenant a la famille des
Rhamnaceae, est largement répandue dans les zones arides et semi-arides, et elle est
reconnue pour ses propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, antimicrobiennes, voire
cicatrisantes (Dahiru et al., 2006 ; Sabir et Rocha, 2008 ; Alqasoumi, 2011). Ses feuilles,
fruits, écorces et racines contiennent une variété de métabolites secondaires d’intérét

pharmacologique (Orhan et al., 2019).

La région de Saida, située dans 1’ouest algérien, offre un environnement écologique
favorable a la croissance de Ziziphus spina-christi. Cependant, peu d’études ont été menées
localement pour valoriser cette espéce et explorer ses propriétés thérapeutiques sur le plan
scientifique. C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail, dont le but principal est
d’évaluer les propriétés phytochimiques et biologiques des extraits de cette plante récoltée
dans la région de Saida. Notre
¢étude se propose d’effectuer un screening phytochimique qualitatif des extraits de Ziziphus

spina-christi et d’évaluer leur activité antioxydante et antimicrobienne a travers des tests in




vitro. Cette démarche vise a valoriser une espece locale au potentiel thérapeutique

prometteur, dans une optique de développement de produits naturels sirs et efficaces.
Le présent travail est structuré comme suit :
» Une introduction générale qui expose le contexte et la problématique de 1’étude.

» Une premicre partie bibliographique consacrée aux plantes médicinales, aux

composés phytochimiques et aux propriétés biologiques des extraits naturels.

» Une deuxiéme partie expérimentale présentant les matériels et méthodes utilisés

pour la réalisation des analyses phytochimiques et biologiques.

» Une troisiéme partie dans laquelle les résultats obtenus sont présentés, interprétés

et discutés.

Enfin, une conclusion générale récapitule les principaux résultats et ouvre des

perspectives pour des études futures.




Partie I Synthese bibliographique




Chapitre 1
La Phytothérapie et les Plantes
Medicinales




Depuis l'aube de I'humanité, les hommes ont utilisé les plantes a leur disposition pour
se soigner. Qu'est-ce qui les a conduits & choisir une plante plutot qu'une autre ? Etait-ce le
hasard, la religion, la superstition ou, plus certainement, I'expérience (Iserin et al., 2001) ?
Aujourd'hui, les principes actifs des plantes constituent des ¢léments essentiels dans la
composition d'une grande partie de nos médicaments et produits de soin (Hans, 2007). En
effet, parmi les 300 000 especes végétales recensées a travers le monde, plus de 200 000
especes, vivant principalement dans les régions tropicales d'Afrique, possédent des

propriétés médicinales (Millogo et al., 2005).
1. Définition de la Phytothérapie :

Le mot "phytothérapie" provient de deux racines grecques : "phuton", qui signifie
"plante" ou "végétal", et "therapeia", qui signifie "traitement", ce qui donne « soigner par les

plantes » (IESV, 2015/2016)

La phytothérapie est une science a la fois ancienne et moderne (IESV, 2015/2016),
désignant une approche thérapeutique qui utilise les plantes médicinales dans leur totalité
pour leurs propriétés curatives (Bach et al., 2006). 11 s'agit d'une méthode de soins qui utilise
les plantes pour traiter les causes et les symptomes de diverses maladies (Caroline ef al.,
Michel, 2013). Elle peut étre définie comme une discipline allopathique visant a prévenir et
traiter certains troubles fonctionnels et/ou états pathologiques au moyen de plantes, de leurs

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

La phytothérapie fait partie des premicres et des plus anciennes méthodes de
traitement. Depuis des siecles, voire des millénaires, les €tres humains utilisent les plantes a
des fins thérapeutiques a travers le monde (Beatrix et al., 2013). Une phytothérapie efficace
repose sur la qualité de la plante utilisée : qu'elle soit fraiche ou se€che, ainsi que sur son
extrait et sa richesse en principes actifs. De plus, un produit a base de plantes doit, pour étre
pleinement efficace, restaurer la complexité moléculaire qui est a 1'origine de son activité

thérapeutique (IESV, 2015/2016).
2. Différents types de la Phytothérapie

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

l'utilisation de plantes selon les capacités découvertes expérimentalement




Le type de phytothérapie est encore largement pratiqué dans de nombreux pays, mais
il n’est pas considéré comme conventionnel, car il ne repose pas, dans la plupart des cas, sur
des études cliniques. La seconde forme de phytothérapie est la phytothérapie clinique, qui se
caractérise par une médecine de terrain ou le patient prime sur la maladie. Cette approche
globale du patient et de son environnement est essentielle pour déterminer le traitement, et
elle nécessite un examen clinique complet (Moreau, 2003). Elle s’appuie sur les avancées

de la recherche, des preuves scientifiques reconnues et des extraits actifs de plantes.

I1 est important de souligner qu’il ne suffit pas de connaitre une plante, il est également
nécessaire d’étre conscient de ses limites et de ses dangers, car la phytothérapie n’est en
aucun cas une technique douce. Son utilisation thérapeutique demande une solide
connaissance de la matiére médicale (Chabrier, 2010). Il est donc crucial que la médecine

traditionnelle et la médecine moderne collaborent :

e Pour permettre la validation et I’amélioration des remeédes traditionnels,

e Afin qu’elles puissent apprendre I'une de 1’autre et se compléter, en faisant
progresser la recherche (CTA, 2007).

Quelques termes scientifiques concernant la phytothérapie traditionnelle et moderne :

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

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

e Herboristerie : Méthode de phytothérapie la plus ancienne. L'herboristerie utilise la
plante fraiche ou séchée, dans son intégralité ou sous forme de certaines parties de la

plante (écorce, fruits, fleurs) (Besangon, 2012).
Phytothérapie pharmaceutique :

Utilise des produits d'origine végétale obtenus par extraction et dilués dans de 1'alcool
éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes pour avoir
une action rapide et soutenue. Ils sont présentés sous forme de sirop, de gouttes, de

gélules, de lyophilisats, etc. (Strang, 2006 ).




3. Les avantages de la phytothérapie

Malgré les avancées considérables de la médecine moderne, la phytothérapie présente
de nombreux avantages. Aujourd'hui, les traitements a base de plantes connaissent un regain
d'intérét, car l'efficacité de certains médicaments diminue. De plus, les effets secondaires des

médicaments suscitent de plus en plus d'inquiétude chez les utilisateurs (Iserin et al., 2001).

L'un des grands atouts de la phytothérapie est la bonne tolérance des plantes,
lorsqu'elles sont utilisées aux doses appropriées. Les effets secondaires des plantes
médicinales sont généralement mieux connus que ceux des molécules de synthése (Arnal-

Schnebelen, 2004).

En régle générale, les plantes médicinales couramment utilisées provoquent peu
d'effets indésirables. De plus, leur utilisation est simple, se fait a domicile et I'effet recherché

est quasiment immédiat (Robert, 2010).
4. Les inconvénients et les risques de la phytothérapie

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

a cette discipline, on peut citer :

e Surdosage ;

o Allergie;

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

e Présence d’une substance allopathique dans la préparation ;

e Interaction avec d’autres plantes ou traitements en particulier allopathique ;
Modification des doses absorbées (Cavalier et al., 2015)

5. Les plantes médicinales

Une plante médicinale est une drogue végétale dont 1'un des organes posseéde des
propriétés curatives et parfois toxiques, selon le dosage. Au Moyen Age, on parlait de
"simples". Il s'agit en réalité¢ de plantes utilisées pour prévenir, soigner ou soulager divers
maux (Debuigne, 1974 ; Farnsworth ez al., 1986). Environ 35 000 especes de plantes sont
utilisées a travers le monde a des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de

biodiversité exploité par les étres humains (Elqaj et al., 2007).




6. Efficacité des plantes entiéres

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

plante enti¢re est plus efficace que la somme de ses composants (Iserin et al, 2001).
7. Modes de préparation des plantes pour la phytothérapie

Il existe plusieurs modes de préparation des plantes en phytothérapie, en fonction de

I'usage que 1'on souhaite en faire. Les modes de préparation les plus courants sont :

e L’infusion : Elle est généralement réalisée avec les fleurs et les feuilles des plantes,
mais il est aussi possible d'infuser des racines et des écorces. Pour I'obtenir, il suffit
de plonger une cuillerée a café de plante dans de I'eau bouillante et de laisser infuser
entre 10 et 20 minutes dans un récipient couvert. Une infusion peut se conserver au
réfrigérateur pendant 48 heures maximum. En principe, il est préférable de ne pas
sucrer les tisanes (Nogaret-Ehrhart, 2003).

e La décoction : Elle consiste a mélanger le macérat et le solvant a température
ambiante, puis a faire bouillir le mélange a feu doux. Il est important de noter qu'une
décoction ne peut pas étre préparée lorsque la chaleur détruit les ingrédients actifs.
D'autre part, la chaleur peut accentuer leurs effets (Sean et Timothy, 2005).

e La macération : Cette méthode consiste a maintenir la drogue en contact avec un
solvant a température ambiante pendant une durée de 30 minutes a 48 heures. Elle
permet une extraction douce des principes actifs, surtout lorsqu'ils sont thermolabiles
(Chabrier, 2010).

e Les extraits : Ce terme désigne généralement la plante avec tous ses principes actifs,
c'est-a-dire la plante entiere dont les parties fibreuses et 'eau sont retirées. Il existe
plusieurs types d'extraits : l'extrait sec, l'extrait liquide, les extraits standardisés et les

lyophilisats (Caroline et Michel, 2013).

® La poudre :Elle est obtenue en pulvérisant la plante, soit au moulin a café, soit au
mortier et au pilon. La plante peut aussi étre séchée en la passant au four a feu tres

doux pendant quelques instants (Morigane, 2007).




8. Les éléments actifs des plantes

Les effets de certaines plantes sont bien connus. Par exemple, la camomille allemande
est utilisée depuis des milliers d'années pour traiter les troubles digestifs. Cependant, ce n'est
que récemment que les éléments actifs a I'origine des actions thérapeutiques des plantes ont
¢été isolés et étudiés. Il est essentiel de connaitre la composition des plantes pour comprendre

leur mode d'action sur I'organisme. Les principes actifs majeurs des plantes sont :

e Les phénols

e Les flavonoides

e Les tanins.

e Les huiles essentielles : Ce sont des mélanges complexes de substances chimiques
naturelles, volatiles et odorantes, contenues dans une plante aromatique. Elles sont
habituellement extraites par hydrodistillation ou par expression. Les huiles
essentielles sont volatiles, car elles sont uniquement constitué¢es de molécules de trés
faible masse moléculaire. Elles sont solubles dans des solvants organiques tels que
I’alcool et les huiles végétales ou minérales. Les huiles essentielles sont utilisées en
parfumerie, en cosmétique, en phytothérapie, en aromathérapie, etc. (Khodjet El
Khil, 2015).

e Les alcaloides : Ce sont des substances azotées d’origine végétale, ayant des réactions
alcalines (Alcaloide + Acide — Sels). Elles contiennent toujours du carbone, de
I’hydrogeéne et de 1’azote, et le plus souvent de 1’oxygene, parfois du soufre. Les
alcaloides sont des produits aminés naturels ayant des effets physiologiques sur
'organisme humain (Badiaga, 2011).

® Les anthocyanines : Elles constituent le groupe de pigments solubles dans 1'eau le
plus important. Faisant partie de la famille des flavonoides, ces molécules sont
capables d'absorber la lumicre visible. Elles sont dissoutes dans les vacuoles des
cellules épidermiques des fleurs et des tissus, leur donnant des couleurs rose, rouge,
bleu et violet (Mazza et al., 1993).

e Les coumarines : Elles proviennent du métabolisme de la phénylalanine via un acide
cinnamique. Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et les solvants
organiques, ou elles peuvent étre extraites. Elles possedent un spectre UV
caractéristique et présentent des effets cytotoxiques, antiviraux, immunostimulants,

tranquillisants, vasodilatateurs, etc. (Gonzalez-Gallego ef al., 2007).




o Les vitamines : Des substances organiques, qui sont nécessaires a l'organisme et que
I'homme ne peut synthétiser. Elles doivent étre fournies par I'alimentation. Il s'agit
d'un groupe de molécules chimiquement trés hétérogenes. Certaines d'entre elles ont
des structures proches de celles d'autres composés organiques (Les vitamines,

2010/2011).

® Les minéraux : De nombreuses plantes médicinales sont trés riches en minéraux. Les
plantes, notamment celles issues de I'agriculture biologique, tirent les minéraux du sol
et les transforment en une structure aisément assimilable par 1'organisme. Dans de
nombreux cas, les minéraux contenus dans une plante, participent activement a son

activité thérapeutique dans l'organisme (Iserin et al, 2001).




CHAPITRE 11

Geénéralités sur la plante.




1. La famille des Rhamnaceae

La famille des Rhamnaceae, ou Rhamnacées, regroupe entre 50 et 60 genres et environ
870 a 900 especes. Ces plantes a fleurs se présentent principalement sous forme d’arbres ou
d’arbustes et sont particulierement répandues dans les régions subtropicales et tropicales.
Parmi elles, le genre Zizyphus comprend plus de 40 especes d’arbustes épineux (Jafarian et

al., 2014).
2. Le genre Zizyphus

Le genre Zizyphus appartient a la famille des Rhamnaceae qui contient 900 espéces dans
lemonde (Fard et al., 2020), est répandu dans les régions tropicales et subtropicales : Asie,
Afrique, Amérique du Nord, Amérique du Sud, Océanie et Europe, avec un centre de

diversitéen Asie (E1 Maaiden et al., 2018).

2.1. L’importance du genre dans le domaine de biologie

et pharmacologie

Les études phytochimiques et pharmacologiques ont mis en évidence que les espéces du
genre Zizyphus sont des plantes médicinales d'une grande importance, dotées de puissantes
bio activités. Les recherches menées sur ces plantes ont permis d’identifier environ 431
composés chimiques, parmi lesquels les alcaloides, les flavonoides et les cyclo peptides

constituent les groupes prédominants.

Les extraits bruts ainsi que les composés isolés présentent une large gamme d’effets
pharmacologiques, aussi bien in vitro qu’in vivo, incluant des propriétés antimicrobiennes,
antitumorales, antidiabétiques, antidiarrhéiques, anti-inflammatoires, antipyrétiques,
antioxydantes et hépato protectrices. Par ailleurs, les études de toxicité suggerent que les
especes de Zizyphus ne présentent pas de toxicité notable aux doses thérapeutiques

habituelles (E1 Maaiden et al., 2020).
3. Description botanique

Zizyphus spina-Christi est un arbuste sauvage épineux, commun dans les terrains
incultes, a proximité des lits d'oueds et dans les ravins. Cette espece est particulierement bien
adaptée aux conditions s€ches et chaudes. Elle posséde des branches tortueuses, hérissées de
brindilles portant plusieurs petites épines. Son écorce, de couleur brun blanchatre ou gris

pale, est profondément fissurée.




Les épines, de teinte brun clair, apparaissent par paires : 'une, droite et dirigée vers
I'avant, mesure environ 8§ mm de long, tandis que l'autre est plus courte et 1égérement
incurvée. Les feuilles sont petites, elliptiques, alternes et courtement pétiolées ; elles
apparaissent au printemps et tombent a I'automne. La floraison a lieu au mois de mai (Sirag

Saied et al., 2007 ; Keddem, 1990).

Les fruits, sphériques ou ovoides, possedent un noyau et ont la taille d'une petite olive.
Leur pulpe est douce, farineuse et prend une teinte rouge ou brun rougeatre a maturité. Dans
certaines variétés cultivées en Inde et en Egypte, les fruits peuvent atteindre la taille d'une

grosse cerise ou d'une olive (Chevalie, 1947 ; Massaoudi, 2005).

Les fleurs sont solitaires ou groupées et portent un court pédicelle. Elles se
caractérisent par un calice en forme d’entonnoir, pentamere, une petite corolle a cinq pétales,

cinq étamines épipétales et deux styles courts (Ghedira, 2013).
Etude botanique :
Nom scientifique : Zizyphus

Noms vernaculaires : Sidr

Figure 1 : Photo de Zizyphus Spina-Christi




Figure 4 : Les fruits de Zizyphus Spina-Christi

4. Systématique de la plante
Régne : Végétal
Embranchement : Spermatophytes

Sous-embranchement : Angiospermes




Sous classe : Dicotylédone

Ordre : Celastrales

Famille : Rhamnacées

Genre : Zizyphus

Espece : Spina. Christi

(Quezel et Santa, 1962).
5. Nomenclature

Zizyphus spina-christi, communément appelé "épine du Christ" en anglais, est connu
en arabe sous les noms sedra, sidr, sidr barri, Zizouf ou N9begue(Alhakmani et al., 2014 ;

Ghedira, 2013).

Un probléme dans la compréhension d’une taxonomie assez complexe réside dans le
fait que divers auteurs ont utilisé des noms similaires pour désigner différentes espeéces. Au
total, 276 noms ont été attribués aux especes du genreZizyphus, dont 58 sont officiellement

acceptés, 59 sont considérés comme des synonymes et 159 restent non résolus.
Voici quelques synonymes du nom latin Zizyphus spina-christi :
Rhamnus divaricataForssk.
Rhamnus heterogeneaBurm.f.
Rhamnus recta Forssk.
Rhamnus spina-christi L.
Moulin Ziziphusafricana .
Ziziphus amphibia A. Chev.
ZiziphusheterogeneaPoir.
Ziziphus sphaerocarpaTul(El Maaiden et al., 2020).
6. Répartition géographique

Le genre Zizyphus occupe une vaste aire de répartition, s’étendant du continent
asiatique au bassin méditerranéen, jusqu’a atteindre le continent américain. Il est connu pour
sa grande tolérance a la sécheresse et sa résistance remarquable a la chaleur. On le retrouve

notamment dans les zones désertiques ou les précipitations sont extrémement faibles.




Les importantes réserves de glucides présentes dans ses racines contribuent a son fort
potentiel de régénération. Zizyphus spina-christi est répandu a travers tout le Sahel, du
Sénégal au Soudan, ainsi que dans une vaste région englobant I’ Afrique du Nord, le Moyen-

Orient, I’est de 1’ Afghanistan et le nord-ouest de ’Inde.

Cette espece est originaire du Soudan, ou elle se développe abondamment dans le nord
et le centre du pays, ainsi que le long des rives du Nil a Khartoum (SiragSaied et al., 2008
; Laamouri ef al., 2008).

7. Compositions chimiques

Les fruits de Zizyphus spina-christi sont nutritifs et contiennent des protéines, des
glucides ainsi que des vitamines (Owolaraf et al., 2019). La chair de ces fruits est
particuliérement riche en glucides (80,6 % en matiére seche), notamment en amidon (21,8
%), en saccharose (21,8 %), en glucose (9,6 %), en fructose (16 %) et en fer (SiragSaied et
al., 2007).

Une revue de la littérature a révélé que plusieurs alcaloides, flavonoides, terpénoides
de type cyclopeptide, isoquinoléines et leurs glycosides sont présents en quantités variables

dans la plupart des especes du genre Zizyphus (Abalaka et al., 2010).

Dans une étude menée par Abalaka et ses collaborateurs (2010) sur l'extrait
méthanolique de Zizyphus spina-christi, 11 a ét€¢ constaté que cet extrait contient des
flavonoides, des saponines, ainsi que de l'acide bétulinique et de l'acide céanothique
(Abalaka et al., 2010). Selon Asgarpanah et Haghighat (2012), les feuilles de cette plante
renfermentdivers flavonoides, tanins, saponines, acides bétulinique et céanothique, ainsi que
des stérols et des triterpenes (Asgarpanah et Haghighat, 2012).
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Figure 5 : Structure chimique de Ziziphine




8. Propriétés et usages thérapeutique-Propriétés et usages thérapeutique

Zizyphus Spina-Christi a été utilisé pour le traitement de la fievre, de la douleur, des
pellicules, des plaies et des ulcéres, des affections inflammatoires, de 1'asthme et pour guérir

les maladies oculaires (Asgarpanah et Haghighat, 2012).

Les feuilles sont appliquées localement sur les plaies comme cataplasmes et sont utiles
dans les troubles hépatiques, I'asthme et fievre et pour le traitement de la morsure de serpent
et pour réduire l'inflammation oculaire, et les racines sont utilisées pour soigner et prévenir
les maladies de la peau. L'infusion du parc racinaire de la plante est utilisée
traditionnellement dans certains pays africains comme remede contre les maux d'estomac et
autres affections du tractus gastro-intestinal, Il a été utilisé en médecine populaire comme
demulecent, dépuratif, émollient, stomacal, pour les maux de dents, astringent et comme
rince-bouche. Les fruits sont utilisés pour favoriser la cicatrisation des plaies fraiches, pour
la dysenteric, la bronchite, la toux et la tuberculose et Les graines sont sédatifs et sont parfois
pris avec du babeurre pour arréter les nausées, vomissements et les douleurs abdominales

associés a la grossesse (Abalaka ez al., 2010 ; Mosaad et al., 2007 ; Dangoggo et al., 2012).
9. Les activités biologiques de la plante

Zizyphus Spina-Christi a été utilisé pour le traitement de la fievre, de la douleur, des
pellicules, des plaies et des ulceres, des affections inflammatoires, de I'asthme et pour guérir

les maladies oculaires (Asgarpanah et Haghighat, 2012).

Les feuilles sont appliquées localement sur les plaies comme cataplasmes et sont utiles
dans les troubles hépatiques, 1'asthme et fiévre et pour le traitement de la morsure de serpent
et pour réduire I'inflammation oculaire, et les racines sont utilisées pour soigner et prévenir

les maladies de la peau.

L’infusion du parc racinaire de la plante est utilisée traditionnellement dans certains
pays africains Comme Remede contre les maux d'estomac et autres affections du tractus
gastro-intestinal, Il a été utilis¢é en médecine populaire comme demulecent, dépuratif,

émollient, stomacal, pour les maux de dents, astringent et comme rince-bouche.

Les fruits sont utilisés pour favoriser la cicatrisation des plaies fraiches, pour la
dysenterie, la bronchite, la toux et la tuberculose et Les graines sont sédatifs et sont parfois
pris avec du babeurre pour arréter les nausées, vomissements et les douleurs abdominales

associés a la grossesse (Abalaka et al., 2010 ; Mosaad et a/.,2007 ; Dangoggo et al., 2012).




9.1. Activité antioxydant

Ont étudié l'activité antioxydante in vitro de l'extrait méthanolique des fruits de
Zizyphus spina-christi a I’aide des tests DPPH, FRAP, TRPA, ABTS et SRSA, réalisés a
I’aide d’un spectrophotometre UV-Visible. Les résultats ont révélé une forte capacitée

antioxydante ainsi que des teneurs €élevées en composés phénoliques.

La puissante activité antioxydante observée dans les fruits de Zizyphus spina-christi
pourrait étre attribuée a leur richesse en composés phénoliques et a leur forte capacité a

donner des électrons pour neutraliser les radicaux libres (Singh et al., 2012).
9.2. Activité antidiabétique

D'apres 1'étude réalisée par Abdel-Zaher et al. (2005), les feuilles de Zizyphus spina-
christi réduisent le taux de glucose sérique chez les rats diabétiques de type II. Cet effet est
médié par la libération d'insuline, probablement due au blocage des canaux
KATP_ {ATP}ATP dans les membranes des cellules béta du pancréas. Ainsi, les feuilles de
Zizyphus spina-christi pourraient étre utilisées comme agent antidiabétique sans danger

(Abdel-Zaher et al., 2005).

Avizeh et ses collaborateurs (2010) ont étudié l'activité¢ antidiabétique de I'extrait
hydroalcoolique des fruits de Zizyphus spina-christiin vivo, par administration orale d’une
dose de 500 mg/kg de cet extrait pendant 10 jours chez des chiens rendus diabétiques par
I’alloxane. Les résultats de cette étude ont montré que I’administration thérapeutique de
I’extrait de Zizyphus réduit significativement la concentration de glucose sanguin au fil du
temps. La présence de saponines dans les fruits pourrait expliquer cet effet, car elles sont
connues pour inhiber la sécrétion de glucagon, améliorer 1’utilisation du glucose et réduire
la glycémie. Il a également été rapporté que les saponines stimulent la libération d'insuline

par le pancréas (Avizeh et al., 2010).

De leur coté, Hussein et ses collaborateurs (2006) ont testé les effets de 1’extrait
méthanolique des racines de Zizyphus spina-christi sur des rats diabétiques induits par
I’alloxane. Ils ont observé que cet extrait a des effets bénéfiques en réduisant le taux de
glucose sérique a jeun tout en augmentant de manicere significative le taux d'insuline sérique

(Hussein et al., 2006).




9.3. Activité antibactérienne

Les différentes parties de la plante contiennent un composé bioactif majeur capable
d’inhiber la croissance de plusieurs micro-organismes, notamment Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi et Shigellaspp. De plus, cette plante constitue une source alternative
prometteuse d’antibiotiques. Ces résultats sont en accord avec les observations rapportant
que les feuilles de Zizyphus spina-christi sont utilisées pour éliminer les parasites internes et
possédent des propriétés antihelminthiques ainsi qu’antidiarrhéiques (Dangoggoet al.,

2012).
9.4. Activité antitumorale

Salah El-Din et al. (2010) ont étudié l'activité antitumorale des feuilles de Zizyphus
spina-christi contre l'hépatocarcinogenese induite par la diéthylnitrosamine (DENA).
L’expérience a ¢été menée sur des rats Wistar males, et un examen histologique des tissus
hépatiques a été réalisé. Les résultats ont révélé que 'extrait méthanolique de Zizyphus spina-
christi posseéde une excellente activité thérapeutique contre le carcinome hépatocellulaire
induit par la diéthylnitrosamine, grace a I'amélioration du statut oxydant/antioxydant et a la

modulation de I'expression des oncogenes (Salah El-Din ef al., 2019).
9.5. Activité anticonvulsivant

Les effets protecteurs et thérapeutiques de l'extrait de feuilles de Zizyphus spina-christi
contre les crises induites par le pentylentétrazol (PTZ), un convulsivant agissant comme un
antagoniste du récepteur GABAA AA, ont été clairement mis en évidence dans les

expériences menées par ( Waggas et al. 2010) sur des rats albinos males.

L'étude a mesuré les variations des concentrations de norépinéphrine (NE), de
dopamine (DA) et de sérotonine (5-HT) dans différentes régions du cerveau. Les résultats
ont montré qu'une administration de PTZ apres un traitement de trois semaines avec 1'extrait
de feuilles de Zizyphus spina-christi entraine une augmentation significative des niveaux de
NE, DA et 5-HT dans toutes les régions cérébrales analysées. Cet effet pourrait étre attribué
a la présence d'alcaloides peptidiques et cyclopeptidiques dans 1'extrait de la plante (Waggas

et al., 2010).
9.6. Activité antiplasmodiale

Zizyphus spina-christi a été étudié afin de confirmer ses activités anti plasmodiales.

Dans une étude menée par Mishra et Bhatia (2014), I’extrait de feuilles de Zizyphus spina-




christi a significativement réduit le niveau de parasitémie chez les souris infectées traitées

avec cet extrait.

De plus, ces résultats concordent avec ceux obtenus par Hafiz et Moubarak (2016),
qui ont ¢galement observé une réduction marquée de la parasitémie lors d’une infection
induite par Plasmodium berghei. L’action anti plasmodiale de 1’extrait de feuilles de
Zizyphus spina-christi serait attribuée a la présence de plusieurs composés bioactifs,
notamment des huiles essentielles, des alcaloides, des flavonoides et des composés

phénoliques (Hafiz et al., 2017).
9.7. Activité antidiarrhéiques

Les effets antidiarrhéiques de l'extrait méthanolique de 1'écorce de tige de Zizyphus
spina-christi ont été évalués par Adzu et ses collaborateurs (2003) chez des rongeurs de

laboratoire.

Des études ont été¢ menées sur la diarrhée induite par 1'huile de ricin, I'accumulation de
liquide intraluminal et le temps de transit gastro-intestinal. Les résultats ont montré que
l'extrait offrait une protection dose-dépendante contre la diarrhée induite par I'huile de ricin,
réduisait 1'accumulation de liquide intraluminal et ralentissait le transit gastro-intestinal

(Adzu et al., 2003).




Chapitre 111

Les Composés Phénoliques




1. Les polyphénols
1.1. Définition

Les polyphénols sont une vaste classe de substances organiques cycliques trés variées,
d'origine secondaire (Walton et Brown, 1999). Elles ont toutes un point commun : la
présence, dans leur structure, d'au moins un cycle aromatique a 6 atomes de carbone (cycles
benzéniques) portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (Hennebelle ef al., 2004). Les
polyphénols constituent un groupe de substances variées et ubiquistes (Marouf, 2000 ;
Hopkins, 2003 ; Georgé et al., 2005) et correspondent a une tres large gamme de structures

chimiques (Ferguson, 2001).

Les polyphénols constituent une famille importante de métabolites secondaires du
régne végétal (Akowah et al., 2004). A ce jour, plus de 8000 molécules ont été isolées et

identifiées (Mompon ef al., 1998).
I1s sont divisés en plusieurs catégories :
Les acides phénoliques ;
Les flavonoides ;

Les tanins condensés et hydrolysables (SFA, 2005).
1.2. Distribution

En phytochimie, les polyphénols sont des dérivés des acides benzoiques et
cinnamiques (Belyagoubi, 2011). On les trouve dans toutes les parties des plantes, depuis
les racines jusqu’aux fruits (racines, tiges, bois et cellules épidermiques des feuilles)

(Marfak, 2003 ; Hadi, 2004).

La couleur, I’ardme, ou I’astringence des plantes dépendent de la concentration et des
transformations des polyphénols. Ces composés représentent de 2 a 3 % de la maticre

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

A Déchelle cellulaire, ils s’accumulent principalement dans deux sites : la paroi

cellulaire et la vacuole.

A T’échelle tissulaire, la répartition des différents composés phénoliques est trés
inégale. Par exemple, les anthocyanines et les flavonols sont généralement présents dans les
couches cellulaires externes, telles que 1'épiderme des fruits et des feuilles (Sarni et

Cheynier, 20006).




1.3. Classification

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes, qui se
différencient par la complexité du squelette de base, le degré de modification de ce squelette
et les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres (glucides, lipides,

protéines...etc.) (Herbert,1989 ; Betaetal.,2005 ; Macheixetal.,2005).

Tableau 01 : Principales classes des composés phénoliques (Macheix et al., 2005 ; Daayf

et Lattanzio, 2008).
Nombre de Structure de Origine
Classe
Carbone base « Exemple »

Phénols simples.

6 Co Busseroles.
Benzoquinones
7 Co-Cl1 Acides phénoliques Epices, fraises
Acétophénones.
8 Ce6-C2 /
Acides benzoiques.
Pomme de
Acides
terre.
hydroxycinamiques.
9 C6-C3 Pommes.Les
Coumarines. fruits du genre
Polypropénes.
Citrus.
10 C6-C4 Naphtoquinones. Noix.
Racinesde
13 Co-CJ1-Co Xanthones.

Gentiane.




Stilbéneset

14 C6-C2-C6 ' Vignes.
anthraquinones.
Flavonoides.
15 C6-C3-Co Fruit et 1égume.
Isoflavonoides.

Soja et pois.

Lignanes

18 (C6-C3); Pin

Néolignana

) Carcinia
30 (C6-C3-C2); Biflavonoides. ‘

hyperic.
(C6-C3)n Lignines. Bois.Noyaux
N (C6)n Catéchols. des fruits.
(C6-C3-C6)n Tanins condensés Raisins rouges.

1.4. Role, intérét et propriétés

Le role des composés phénoliques est désormais reconnu, tant dans 1’évolution de la
vie des plantes que dans [’utilisation des végétaux par I’Homme (Maury et
Legrand,2000 ; Macheix ef al, 2005). Les techniques modernes d’isolement des
molécules et d'exploration médicale montrent que ces composés possedent de
nombreuses propriétés thérapeutiques :

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

Ils sont associés a de nombreux processus physiologiques : croissance cellulaire,
différenciation, organogenese, floraison et tubérisation (Nitsch et Nitsch, 1961 ;
Misirli et al., 2001).

Ils exercent un effet majeur sur les caracteéres organoleptiques des produits (Sarni
etCheynier, 2006).

Ils diminuent la perméabilité des vaisseaux capillaires en renforcant leur résistance

(Nissiotis et Tasioula-Margari, 2002 ; Lahouel, 2004).




e IIs possedent des propriétés thérapeutiques, telles que : anti-cancéreuses (Li et al.,
2008), anti-ulcéreuses (Martin et al, 2007), anti-inflammatoires (Nowakowska,

2007), et analgésiques (Borsato et al., 2000).

® [Is sont également utilisés dans I’industrie agro-alimentaire comme additifs,

colorants, ardbmes ou agents de conservation (Bruneton, 1999).

e L’activité antioxydante des polyphénols

Les propriétés antioxydantes des polyphénols jouent un role clé dans la prévention de
diverses pathologies liées au stress oxydatif, au vieillissement cellulaire, ainsi qu’aux
maladies cardiovasculaires et dégénératives (Wang et Mazza, 2002 ; Macheix et al., 2005

5 Sarni et al., 2006).

Les antioxydants naturels, tels que les composés phénoliques — en particulier les
acides phénoliques et les flavonoides — peuvent empécher I’oxydation d'un autre substrat

en s'oxydant plus rapidement que ce dernier.

Un tel effet résulte d’une structure de donneur d’atome d’hydrogéne ou d’électron

souvent aromatiques (Vanssant, 2004).

2. Les flavonoides

2.1. Définition et structure

Le nom "flavonoide" proviendrait du terme "flavedo", désignant la couche externe des
écorces d’orange (Piquemal, 2008), bien que d’autres hypotheses suggerent que ce terme

soit plutot dérivé de "flavus", signifiant jaune (Karaali et al., 2004).

Les flavonoides constituent le groupe le plus représentatif des composés phénoliques
(Yao et al., 2004). Ils sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits, et

parfois des feuilles (Rice-Evans et Packer, 1998).

Ces molécules possédent toutes un squelette de base composé de quinze atomes de
carbone, disposés selon une configuration C6-C3-C6 (Yao et al., 2004). Ce squelette est
caractérisé par un enchainement de deux noyaux aromatiques A et B, liés a une unité de trois
atomes de carbone (C), avec une grande diversité structurale (Walsh, 2003 ; Erdman et al.,
2007 ; Alothmane et al., 2009). Les flavonoides sont considérés comme des pigments jaunes
quasi universels des végétaux.Actuellement, environ 4000 composés flavoniques sont

connus (Marouf, 2000 ; Edenharder et Griinhage, 2003 ; Alothmane et al.,2009).
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Figure 6 : Structure de base des flavonoides (Bruneton,1999).

Dans la nature, les flavonoides sont généralement glycosylés, les sucres ainsi que les
groupes hydroxyles augmentent leur solubilité dans I’eau, d’autres substitutions tels que les

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

Les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes, qui sont déterminées par
I’état d’oxydation de I’unité¢ de liaison (C), et la position du noyau benzénique (B)
(Brutneton, 1993 ; Narayana et al., 2001), tandis que les composés de la méme classe sont
déterminés par le point d’hydroxylation, ou d’autre substitution du noyau A ou B (OH,
OCHS3 et/ou glycosyl) (Verpoorte et Alfermann, 2000 ; Havsteen, 2002 ; Edenharder et
Griinhage, 2003).

flavanone flavone

Figure 7 : Structures chimiques de différentes classes de flavonoides




2.3. Activités et propriétés biologiques

2.3.1. Activité antioxydante

Plusieurs études ont montré que les flavonoides provenant de différentes sources
botaniques agissent comme de puissants antioxydants, parfois méme plus efficaces que la
vitamine C (Alothmane et al., 2009). Ces composés peuvent prévenir les dommages
oxydatifs par divers mécanismes d'action : soit en capturant les radicaux hydroxyles,
superoxydes, alkoxyles et peroxydes (Hodek et al., 2002), soit par chélation des métaux
(tels que le fer et le cuivre), qui jouent un role majeur dans l'initiation des réactions
radicalaires, soit en inhibant les enzymes responsables de la génération des radicaux libres,
telles que la xanthine oxydase, la cyclooxygénase et la lipooxygénase(Dicarlo ez al., 1999

; Sarni et Cheynier, 2006).

2.3.2. Activité anti-inflammatoire et effet sur le systéme

immunitaire

De nombreuses études suggerent que les flavonoides posseédent des propriétés anti-
inflammatoires (Huck et al., 2000 ; Chen et al., 2008) et qu'ils sont capables de moduler
le fonctionnement du systéme immunitaire (Raffaelli et al., 1997). Ces composés agissent
comme de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et T (Loo et al.,
1989 ; Waridel et al., 2001). Certains flavonoides, tels que la quercétine, la myricétine,
'apigénine et la chrysine, exercent des effets anti-inflammatoires en inhibant les enzymes
impliquées dans le métabolisme de I'acide arachidonique (Tringali, 2001), tout en
bloquant la lipoxygenase, la phospholipase et la cyclo-oxygénase (Cowan, 1999 ; Yao et
al., 2004).

2.3.3. Propriété antivirale et antibactérienne

Les flavonoides se sont montrés comme de bons inhibiteurs de la « transcriptase
reverse ». Cependant, leur impact semble plus fort sur I’ADN et I’ARN polymérase de la
cellule hote que sur la transcriptase reverse virale (Langewld et Schmutterer, 1992 ;
Wilps et al., 1992). Autreschercheurs ont montré que les flavonoides pouvaient avoir une
action plus sélective en interagissant avec une glycoprotéine de surface du VIH (la Gp

120), empéchant ainsi la liaison du virus a la cellule hote (Tail, 1998).




2.3.4. Propriété anti-cancérogene

Des études ont montré les effets protecteurs des flavonoides contre les promoteurs de
tumeurs (Kato et al., 1983). L’action antitumorale de la quercétine, par exemple, pourrait
étre expliquée par son interaction avec le complexe calcium-calmoduline, qui joue également
un role dans le mécanisme d’action de nombreux promoteurs de tumeurs (Nishino ez al.,

1996).

Les flavonoides peuvent inhiber les enzymes impliquées dans 1’activation des pro-
carcinogénes en intermédiaires mutagénes (Obermeier et al., 1995). Cette inhibition
empéche la conversion de composés non-toxiques en substances cancérigenes actives, ce qui
renforce 1'effet protecteur des flavonoides contre le développement de certains types de

cancers.

De plus, les flavonoides pourraient également induire des mécanismes de réparation
de I'ADN ou stimuler I’apoptose (mort cellulaire programmée) dans les cellules
endommagées, contribuant ainsi a la réduction du risque de formation de tumeurs. Ces effets
combinés renforcent ’intérét croissant pour les flavonoides en tant qu’agents potentiels dans

la prévention du cancer.
2.3.5. Autres activités

Les flavonoides jouent un rdle tres important dans le traitement de diverses affections
telles que le diabete (en inhibant I’aldose réductase), la goutte (en inhibant la xanthine
oxydase), I’hypertension (par I’action de la quercétine), les thromboses (par les flavonols) et

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

L’effet antiallergique des flavonoides se manifeste par leur action sur la production
d’histamine, en inhibant les enzymes (AMP cyclique phosphodiestérase et ATPase calcium-
dépendante) responsables de la libération de I’histamine a partir des mastocytes et des
basophiles (Tringali, 2001).D’autres flavonoides, comme la rutine et le kaempférol, ont
montré une action inhibitrice sur le PAF (Facteur d'Activation Plaquettaire), qui est un agent
ulcérogene potentiel (Tringali, 2001).La tangérétine, la rutine et I’hespéridine augmentent

la résistance des vaisseaux sanguins et influencent la fluidité du sang (Oakes et al., 2001).




3. Les tanins

3.1. Définition

Le terme "tanin" provient d’une pratique ancienne qui consistait a utiliser des extraits
de plantes pour tanner les peaux d’animaux (Hopkins, 2003). Ce sont des métabolites
hydrosolubles, dont la masse molaire varie entre 500 et 2000 Da, présents dans toutes les

plantes a des degrés divers (Zimmer et Cordesse, 1996 ; Bruneton, 1999).

Le role biologique des tanins dans la plante est principalement lié a sa protection
contre les affections, les insectes et les animaux herbivores (Khanbabaee et Ree, 2001),
ainsi qu’a sa défense contre les attaques fongiques et bactériennes. Les tanins sont présents
dans une variété de plantes utilisées dans 1’alimentation notamment les céréales et les

légumineuses (Peronny, 2005).
3.2. Classification

On distingue deux grands groupes de tanins, qui différent tant par leur réactivité

chimique que par leur composition (Haslam, 1989).

» Les tanins hydrolysables : Ce sont des esters de glucose et d’acide gallique,
caractérisés par leur capacité a étre dégradés par hydrolyse chimique. Cette
dégradation libére une partie non phénolique, généralement du glucose, ainsi
qu’une partie phénolique, qui peut étre soit de 1’acide gallique, soit un dimere de

cet acide, I’acide gallique (Guignard, 2000).
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Figure 8: Structure d’un tanin hydrolysable (Peronny, 2005).




Les tanins condensés : Ce sont des oligoméres ou des polyméres de flavane-3-ol,
dérivés de la catéchine ou de ses nombreux isomeres (Awika et Rooney, 2004). Ils ont la

propriété de coaguler les protéines du derme, ce qui explique leur utilisation dans le tannage

des peaux (Guignard, 2000 ; Hopkins, 2003).

Figure 9 : Structure d’un tanin condensé¢ (Peronny, 2005).

3.3. Propriétés biologiques

Les tanins sont considérés comme des anti-nutriments en raison de leurs effets
nuisibles, tels que la réduction de la digestion des aliments, la faible biodisponibilité des
micronutriments et les dommages au foie (Chung et al., 1998).

Ils possedent un certain pouvoir astringent, ce qui explique leurs propriétés
vasculoprotectrices, cicatrisantes et anti-diarrhéiques (Hennebelle et al., 2004).

Les tanins sont également des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques
produits au cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables se forment alors,
ce qui permet de stopper la réaction en chaine de 1'auto-oxydation des lipides (Smythies,
1998).

Les tanins catéchiques présentent un pouvoir antioxydant trés notable, en raison de
leurs noyaux phénoliques et de la présence de groupes di- ou tri-hydroxyles sur le cycle B
ainsi que des groupes méta-5,7-dihydroxyles sur le cycle A (Rahman et al., 2006).

Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples, comme
dans le cas des veines variqueuses, pour drainer les sécrétions excessives, comme dans la
diarrhée, et pour réparer les tissus endommagés par un eczéma ou une briilure (Smythies,
1998). Elles permettent aussi de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections

(Zimmer et Cordesse, 1996 ; Smythies, 1998 ; Bruneton, 1999).




Partie 11

Mateériel et méthodes




Introduction :

Ziziphus spina-christi, connue sous le nom de jujubier ou "sidr", est une plante médicinale
d’une grande importance dans la médecine traditionnelle des régions arides et semi-arides,
notamment en Afrique du Nord et au Moyen-Orient. Grace a sa richesse en composés bioactifs
tels que les flavonoides, les saponines et les polyphénols, elle suscite un intérét croissant dans
le domaine de la recherche scientifique pour 1’étude de ses propriétés thérapeutiques. Ce travail
pratique vise a évaluer certaines activités biologiques des feuilles de Ziziphus spina-christi,
notamment 1’activité antioxydante et les effets antimicrobiens, a travers des tests en laboratoire
permettant une meilleure compréhension du potentiel pharmacologique et médicinal de cette

plante.

1. Matériel végétal

11 s’agit des feuilles de Ziziphus spina-christi, récoltés en janvier 2025 de la région de Sidi

Ahmed wilaya de Saida de (34° 33’ 00" nord, 0° 15" 35" est).

Le matériel végétal ainsi récolté a été trié, lavé, puis séché a 1’air libre, a 1’obscurité et loin des
rayons du soleil pendant environ quinze jours. Il a ensuite été broyé en une poudre fine pour

étre soumis a des tests phytochimiques et a différentes extractions.

Sidi Ahmed
©

Figure 10: Situation de la région de la récolte




2. Matériel microbiologique

Le matériel microbiologique utilis€¢ est représenté par cinq souches bactériennes
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus et Klebsiella
pneumonia) et quatre souche fongiques (Aspergillus Niger, Candida albicans, Fusarium ,

Phytophthora infestans).

Tableau02 : Souches microbiennes utilisées lors des tests microbiologiques

Microorganismes Coloration de Gram Origine
1.Staphylococcus aureus ATCC 33591
(MRSA)
2. Bacillus cereus o ATCC 11778
Gram positif
3.Bacillus subtilis ATCC6633
4.Escherichia coli ATCC 25922
Gram Négatif

5.Klebsiella pneumoniae

6.Aspergillus niger
Souches Cliniques

7.Phytophthora infestans
Champignon

8.Fusarium

9.Candida albicans Levures ATCC 10231

3. Screening photochimique

Pour connaitre la composition chimique du matériel végétal, nous avons fait un
dépistage phytochimique. Celui-ci est basé sur des essais de solubilité, sur des réactions de
coloration et de précipitation ainsi que sur des examens en lumiére ultra violette. La

colorationobservée est généralement due a la formation d'une conjugaison ou d'une instauration




dans une molécule. Dans de tels tests de caractérisation, nous provoquons cette insaturation en

utilisant un réactif approprié.

Nous avons caractéris€ les différents groupes chimiques (tanins, flavonoides,
anthocyanes, coumarines, composés réducteurs, amidon stérols et stéroides, alcaloides
etsaponines) en faisant référence aux techniques décrites par (Paris et al, 1969, Trease et

Evans, 1996) avec quelques modifications.

4. Préparation des extraits :

Les extractions solide / liquide de ces plantes ont été réalisées selon trois modes de
préparation : infusion aqueuse, extrait aqueux et extrait éthanolique, décrits par Paris et al.,

en (1969).

A. Infusion aqueuse :

e Vesrser 100 ml d’eau distillée bouillante sur 5g du materiel végétal.
e Laisser le mélange 15-20 min
e Filtrer le mélange et récupérer le filtrat.
B. Extrait aqueux :
Dans un ballon surmonté d’un réfrigérant et porter sur une chauffe ballon :
e M¢élanger 5g de matériel végétal avec 100 ml de I'eau distillée.
e Chauffer a une température minimum pendant 1 heure.
e Filtrer le mélange et récupérer le filtrat.
C. Extrait éthanolique :
Cet extrait est préparé de la méme maniere que 1’extrait aqueux en utilisant 1’éthanol
a la place du I’eau distillée,
. Mélanger 5g de matériel végétal dans 100 ml de 1'éthanol.
. Chauffer a une température minimum pendant 1 heure.

. Filtrer le mélange et récupérer le filtrat.




(A) (B)

Figure 11 : Infusion aqueuse du matériel végétal(a) ; Décoction du matériel
végétal(b).

5. Différentes classes recherchées

5.1. Les saponosides :

2ml de I’infusion aqueux avec 2 ml d’eau distillé sont bien agiter pendant 2mn La

formation d’une mousse persistante apreés 15 min confirme la présence des saponosides.

(Karumi et al ; 2004)
5.2. Les anthocyanes :

Un volume de 2ml d’infusé aqueux est additionné a 2ml de HCI 2N. L’apparition d’une
coloration rose-rouge qui vire au bleu-violacé par addition d’ammoniac indique la présence

d’anthocyanes (Debray et al., 1971 ; Paris et al., 1969).

5.3. L’amidon :

Traiter Sml de I’extrait aqueux avec 10ml NaOH et le réactif d’Amidon. L’apparition

d’une coloration bleu violacé indique la présence d’amidon. (Ben Mehdi ; 2000)




5.4. Les coumarines :

Une quantité de 1g de poudre végétale est solubilisée dans quelque gouttes d’eau chaude,
la solution obtenue et recouverts avec du papier imbibé de NaOH dilué et sont portés a
¢bullition. L’examen est réalis€¢ sous la lumicre ultraviolette et I’apparition d’une

fluorescence révéle la présence de coumarines. (Ben Mehdi ; 2000)
5.5. Les alcaloides :

Nous avons procédé a une macération de 24 heures de 2grammes de poudre végétale
mélangés a 50ml de H2SO4 dilué¢ au demi et a de I’eau distillée. Nous avons filtré le
mélange et rincé a I’eau de maniere a obtenir 50ml de filtrat. Ensuite nous avons pris deux
tubes a essai dans lesquels nous avons introduit Iml du macéra. Nous avons ajouté dans le

tube n® 1, 5 gouttes de réactif de Mayer et dans le tube n® 2, 5 gouttes de réactif de Wagner.

La présence d’une turbidité ou d’un précipité, aprés 15 minutes indique la présence

d’alcaloides. (Paris et al., 1969).
5.6. Les flavonoides :

On prend 5ml de I’éxtrait éthanolique et on ajoute, 1ml d’HCI concentré et 1g de
tournures de magnésium. La présence des flavonoides est confirmée par 1’apparition d’une
couleur rouge-rose (+) présence des flavonoides, I’absence des flavonoides. (Karumi et al

; 2004)
5.7. Les tannins :

Un volume de 1ml de I’extrait éthanolique, est additionné a 2 a 3 gouttes de la solution de
FeCl3 a 1%. Apres quelques minutes d’incubation, la coloration verdatre qui indique la
présence des tanins catéthiques ou bleu-noiratre qui révéle I’existence des tanins galliques.

(Karumi et al 5 2004)
5.8. Les composés réducteurs :

On ajout 20 gouttes de liqueur de Fehling a 1ml de I’extrait éthanolique avec 1’eau

distillé puis chauffer, un test positif est indiqué par I’apparition d’un précipité rouge brique.




5.9. Stérols et triterpénes :

Deux essais ont été effectués :
P Essai | : Test pour les stérols et stéroides :

Un volume de 10 ml de I’extrait éthanolique est placé dans un erlenemeyer. Apres
évaporation a sec, le résidu est solubilisé avec 10 ml de chloroforme anhydre. Ensuite, on
mélange 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydre acétique en y ajoutant

quelques gouttes d’acide sulfurique concentré, on agite et on laisse la solution se reposer.

Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert

(maximum d’intensité en 30 minutes a 21°C) (Trease et Evans, 1987).
» Essai 2 : Test pour les hétérosides stérodiques et triterpéniques :

Il consiste a évaporer a sec 1’extrait éthanolique correspondant a 10 ml. Ensuite, on
dissout le résidu obtenu dans un mélange d’anhydre acétique/ chloroforme (5/5 : V/V) ; puis
on filtre et on traite le filtrat par quelques gouttes d’acide sulfurique concentré (réaction de

Liebermann-Burchardt).

Si cette réaction donne des colorations verte-bleue et verte-violette, elle indique alors la

présence respective des hétérosides stérodiques et triterpéniques (Trease et Evans, 1987).

Etude de activité antioxydant

6.1. Activité de capacité Antioxydant total (CAT) :

Ce test est basé sur la réduction du molybdene (Mo6+) en molybdéne (Mo5+) par les
huiles essentielles. Cette réduction induit, a pH acide, la formation du complexe

phosphate/Mo5+ de couleur verte (Prieto et al., 1999).

Une prise de 0.1 ml d’extrait convenablement dilué est combinée dans un tube avec 1ml de
solution composée d’acide sulfurique (0.6 N), de phosphate de sodium (Na3PO4, 28 mM)
et de molybdate d’ammonium ((NH4)6 M07024. 4H20, 4 mM). Les tubes sont incubés a
95°C pendant 90 min. Aprés un repos de 6 minutes a température ambiante, I'absorbance
est mesurée a 695 nm contre un blanc contenant du méthanol a la place de ’'HE. L’activité
antioxydante totale est exprimée en mg d’équivalent acide gallique par gramme de maticre

séche (mg EAG.g-1 MS).




Figurel2 : les dosages de I’activités antioxydant totale

6.2. Activité de piégeage des radicaux libres DPPH :

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilisé
pour 1’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité en
forme de radical libre et de la simplicité de 1’analyse. Il absorbe dans le visible a la longueur
d’onde de 515 a 520 nm (Bozin et al., 2008). Cette méthodologie est réalisée en utilisant un

lecteur de microplaque.
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1. 1-Daphényl 2-picry thydeazyl (DPPHY) (DPPHY H
violet jaune

Figure 13 : Réaction d’un donneur d’hydrogene(antioxydant)avec le radical DPPH®
(Ancerewicetal., 1998).
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Figure 14 : Réduction de radical DPPH (de coleur violette au diphényl picryl-hydrazine

(De couleur jaune).

% Mise en ceuvre pratique

On prépare des dilutions a différentes concentrations a partir d’une concentration
de solution meére a Smg/ml des extraits aqueux et éthanoliques (les dilutions se font dans

I’eau distillée déionisée des extraits aqueux et les autres par de 1’éthanol.

Dans une microplaque (96puits) on dépose 30 puL des extraits a différentes concentrations
et on ajoute 270 pL de la solution méthanolique de DPPH (2,2- diphenyl-1-
picrylhydrazyl ; pm=394.32 g/mol ; 6 10-5). Ensuite, Le mélange réactionnel a été
incubé a température ambiante pendant une heure dans l'obscurité, et I'absorbance a été
mesurée a 515 nm avec trois répétitions et trois lectures. Pour le blanc, le méthanol est le
controle négatif (en remplagant I’extrait par 1’eau ou le méthanol).LeTrolox et 1’acide
ascorbique, hydroxyanisolebutylé¢ (BHA) sont utilis¢ comme un contrdle positif pour les
extraits et les huiles essentielles respectivement. L'activité de piégeage des radicaux (RSA)

est calculée en pourcentage de décoloration de DPPH en utilisant I’équation :

RSA% = [(ADPPH-AS) / ADPPH] x100




AS est 'absorbance de la solution contenant I'échantillon ADPPH est 1'absorbance de la

solution de DPPH.

La concentration inhibitrice de 50 % (appelée aussi ECso « Efficient Concentration 50
») est la dose d’extrait nécessaire pour provoquer une diminution de 50% de 1'absorbance a
515 nm. Elle est calculée graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés
(pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testés)

(Bertoncelj ef al., 2007 ; Marxenet al., 2007 ; Scherer et al., 2009 ; Fabri et al., 2009).

L'activité antiradicalaire est exprimée en ICso (ug mL-1) en calculant I’inverse des

valeurs des ICso trouvées (Maisuthisakul et al, 2007).3

AAR=1/IC50
6.3. Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxydant power) :

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. L’activité
réductrice du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode décrite par Pan ef al., en
(2008), basée sur la réaction chimique de réduction du Fe3+ présent dans le complexe K3Fe
(CN)6 en Fe2+. La réaction est révélée par le virement de couleur jaune du fer ferrique
(Fe**) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe?"). Cette capacité réductrice peut servir comme
un indicateur significatif de ’activité antioxydante potentielle d’un composé. L’absorbance

du milieu réactionnel est déterminée a 700nm.
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Figure 15 : Réduction du fer ferrique en fer ferreux.




¢ Mise en ceuvre pratique :

Un volume égal a Iml de 1’échantillon a différentes concentrations (0.1, 0.25, 0.5,
0.75,1, 2mg/ml) est mélangé avec 2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2M (pH = 6.6)
et 2,5 millilitres d’une solution de K3Fe (CN)6 a 1%. Le tout est incubé a 50°C pendant 20
minutes, puis refroidi a la température ambiante. Ensuite, 2,5ml d’acide trichloracétique
(TCA) a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont centrifugés a 3000
tpm pendant 10 minutes. 2,5ml du surnageant sont ajoutés a 2,5ml d’eau distillée et 500ul
d’une solution de (FeCl3, 6H20) a 0.1% sont ajoutés également au mélange. La lecture des
absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a I’aide d’un spectrophotométre de type
(BIBBY, Anadéo). L’acide ascorbique et le BHT sont utilisés comme controles positifs dans
cette expérience aux mémes concentrations choisies et dans les mémes conditions

expérimentales.

Expression des résultats : Pour explorer les résultats obtenus, la maniére la plus commune
utilisée par la majorité des auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en
fonction des différentes concentrations utilisées. L’augmentation de 1’absorbance

correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des fractions testées.

7. Etude de ’activité antimicrobienne :
7.1. Activités antibactériennes par la méthode de diffusion en puits
Décrite par Cooper et Woodman (1946) reprise par Shroder et Messing (1949). Principe

Elle consiste a découper la gélose en formant des trous circulaires (puits) pour verser 1’extrait

de différentes concentrations.
L’extrait diffuse radialement en donnant une zone d’inhibition circulaire a la surfa
o Repiquage des souches bactériennes

Les souches bactériennes a tester se préparent par la méthode des stries dans des boites
de pétri contenant la gélose nutritive, puis incubées pendant 24H a 370C pour obtenir des

colonies isolées.




e Préparation de I’inoculum

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

¢tudiées pour les homogénéiser dans 5 ml d’eau physiologique stérile.

e Préparation des milieux de cultures

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

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

¢ Ensemencement

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage en stries, en tournant la boite d’environ

600, il s’effectue de telle sorte a assurer une distribution homogene des bactéries sur les boites.

e Préparation des puits
® Découper des trous circulaires dans la gélose de chaque boite de pétri pour former
des puits.
e Remplir les puits avec 20 microlitres de I’extrait a tester & des concentrations
différentes.

Des puits imprégnés de diméthylsulfoxyle (DMSO) vont servir comme témoin négatif.

e Incuber les boites pendant 24H a 370C.

7.2. L’activité antifongique par la méthode de diffusion en puits

La méthode de diffusion en puits constitue une technique simple, reproductible et
largement utilisée pour 1’évaluation de I’activité antifongique in vitro. Elle est adaptée a partir
des travaux de Cooper et Woodman (1946), complétés par ceux de Shroder et Messing
(1949), et est couramment employée dans les études modernes selon les recommandations de

Rioser al. (1988) et Balouirief al. (2016).
e Préparation des souches fongiques

Les souches de champignons filamenteux ou levuriformes (ex. Aspergillus niger,
Candida albicans) sont cultivées sur gélose Sabouraud additionnée de chloramphénicol ou sur
PDA (Potato Dextrose Agar), puis incubées a 28—-30 °C pendant 5 a 7 jours afin de favoriser

la sporulation ou la croissance.




e Préparation de ’inoculum fongique

Les spores ou cellules fongiques sont prélevées avec une solution saline stérile
contenant 0,05 % de Tween 80, puis homogénéisées par vortex. La suspension est ajustée a

une turbidité équivalente a 0,5 de 1’échelle de Mc Farland (soit environ 1 x 10 UFC/mL).

e Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture (gélose Sabouraud ou PDA) est coulé dans des boites de Pétri
stériles. Une fois solidifié, il est laissé a sécher a température ambiante pendant environ 30

minutes afin d’éliminer ’humidité en exces.

¢ Ensemencement

L’inoculation est réalisée par étalement de la suspension fongique sur toute la surface de

la gélose a I’aide d’un écouvillon stérile, pour assurer une couverture homogene du milieu.

e Réalisation des puits

Des puits circulaires de 6 mm de diameétre sont creusés dans la gélose a 1’aide d’un
emporte-piece stérile. Chaque puits est rempli avec 20 a 100 uL de I’extrait a tester, a
différentes concentrations. Un puits avec le solvant seul (ex. : DMSO) est utilisé comme
témoin négatif, et un antifongique connu (ex. : amphotéricine B ou kétoconazole) comme

témoin positif.
e Incubation et lecture des résultats

Les boites sont incubées a 28-30 °C pendant 48 a 72 heures. La formation d’un halo
d’inhibition clair autour du puits indique une activité antifongique. Le diametre de la zone

d’inhibition (en mm) est mesuré a I’aide d’une régle ou d’un pied a coulisse.

7.2.1. Expression des résultats
a. Activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des extraits est évaluée par la méthode de diffusion en puits
ou par disques. Elle se manifeste par 1’apparition de zones d’inhibition autour des puits ou des

disques contenant la substance testée (Boumaza, 2011). La lecture des résultats se fait en

mesurant le diametre de la zone d’inhibition (en mm) a I’aide d’une regle.

Selon Benkiki (2006), I’interprétation des résultats se fait selon les critéres suivants :




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

De plus, d’aprés Arora et Kaur (2007), les bactéries présentant une zone claire

d’inhibition supérieure a 12 mm sont considérées comme sensibles.
Les étapes pratiques comprennent :
Le dépot soigneux des disques ou extraits a la surface de la gélose.
Une pré-incubation des boites pendant 2 heures a 4 °C pour favoriser la diffusion.

Une incubation pendant 24 heures a 37 °C.
b. Activité antifongique

L’activité antifongique est également évaluée par la méthode de diffusion en puits ou par
la méthode du milieu empoisonné, selon la nature de I’étude. L’apparition d’une zone
d’inhibition autour du puits ou du disque indique une activité antifongique potentielle

(Boumaza, 2011).

Le diamétre de la zone d’inhibition est mesuré a ’aide d’une régle, et les critéres

d’interprétation sont similaires a ceux utilisés pour les bactéries (Benkiki,2006) :
Non sensible (-) : <8 mm
Sensible (+) : 9-14 mm
Tres sensible (++) : 15-19 mm
Extrémement sensible (+++) : > 20 mm

Les conditions expérimentales typiques incluent une incubation des boites a température
ambiante ou a 28 °C pendant 48 a 72 heures, en fonction de la croissance du

champignon testé.
7.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Un test de détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) a été réalisé afin de

préciser le caractére bactériostatique de Zizyphus spina-christi de vis-a-vis des souches




Etudiées. Selon CHAUHAN et al, (2010) la détermination de la CMI se fait par la technique de

dilution en milieu liquide
Principe :

Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardis¢, une gamme de Concentration
décroissante en miel, en propolis et pollen. Aprés incubation a 37°Cpendant 24h, 1’observation
de la gamme permet d’accéder a la CMI, qui correspond a la plus faible Concentration en

¢chantillon capable d’inhiber la croissance bactérienne.
Préparation des dilutions

¢ Dilution en série de échantillant dans le milieu Mueller-Hinton (50%, 25%,12,5%,

6,25%, 3,125%.).
Me¢élanger 100 puL de échantillant avec 100 pL de milieu pour obtenir 50%, puis diluer

Successivement.
Réaliser :

% Un Controle positif : remplir une seule ligne de puits d’une microplaque avec
Bactéries sans échantillant
s Controle négatif : remplir une seule ligne de puits d’une microplaque avec milieu de
culture Mueller-Hinton sans bactéries
Ajouter 100 pL de chaque dilution dans les puits restants de la microplaque.
% Ajout de I’inoculum bactérien
¢ Préparer les suspensions bactériennes standardisées (0,5 McFarlane).

¢ Ajouter 100 uL de chaque suspension bactérienne a chaque ligne de puits

Contenant le échantillant dilué.Total par puits : 200 uL (100 pL miel propolis et pollen
dilué + 100 puL Bactéries).

R/

¢ Incubation
% Incuber a 37°C pendant 18-24h
% Lecture de la CMI (méthode visuelle)

7.3.1. Méthodes alternatives de confirmation :

Bleu de bromothymol (BBT) (colorant pH-dépendant)




Principe :

BBT change de couleur en fonction de I’acidité produite par le métabolisme bactérien.

Avantages : Peu colteux et facile a utiliser.

Procédure :

Ajouter 10 pL de bleu de bromothymol (0,04% w/v) dans chaque puits.

Incuber 1-2 heures a 37°C.

Observer :

Bleu/vert = pas de croissance (pH neutre/basique).

Jaune = croissance bactérienne (acidification du milieu).

7.4. Détermination de la concentration bactéricide minimale (CMB)

Les concentrations bactéricides minimales (CMB) sont calculées en ajoutant 10 pl de la
CMI a des concentrations plus élevées au milieu de culture frais pour voir si les bactéries sont
capables de croitre et ce, apres 24 heures d'incubation a 37 °C. La plus faible concentration sans

croissance visible est définie comme CMB indiquant 99,5% de la mort de 1'inoculum original.

Figure 16 : Schéma représentant I’ensemencement en milieu liquide de la CMI
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Le DMSO a (5%) est utilis¢é comme contrdle négatif.
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Figure 17 : Détermination de la concentration Minimale Inhibitrice (CMI)




Partie 111

Resultats et discussion




1. Screening phytochimique des plantes :

Les plantes médicinales sont considérées comme une riche source d'ingrédients qui
peuvent étre utilisés dans le développement et la synthése de médicaments. En outre, ces plantes
jouent un role essentiel dans le développement des cultures humaines dans le monde entier
(Singh, 2015). Les analyses phytochimiques sur les extraits des végétaux constituent une étape
préliminaire de grande importance, car elles permettent de révéler la présence de const

(Sofowra, 1993). ituants connus pour leurs activités physiologiques et leurs vertus médicinales

Les tests phytochimiques des feuilles de la plante saharienne Ziziphus spina-christi ont
été réalisés sur différents extraits préparés a I’aide de solvants de polarités vari¢es. La détection
de ces composés chimiques repose sur des essais de solubilité, des réactions de précipitation ou
de turbidité, des changements de couleur spécifiques ou encore un examen sous lumiere
ultraviolette. Les résultats du screening phytochimique sont présentés dans le tableau 03 et

tableau 04.

Tableau 03 : Résultats des tests phytochimiques des extraits de Ziziphus spina-christi.

Les tests Résultats

Infusion aqueux Saponoside -
Anthocyane _
Aqueux Amidon _
Poudre végétale Coumarine ++
Alcaloides
Mayer +
Wagner ++
Ethanolique Tannis =+
Flavonoides +++
Composés .

réducteurs




Stérols

Triterpénes

(+) : Présence faible ; (+++) : Présence forte ; (++) : Présence moyenne ; (-) : Absence

Tableau 04 : photos des Résultats des tests de screening phytochimique des extraits.

Coumarine

Amidon




LES Composés

réducteurs

Les flavonoides




Les tanines

Les saponosides :




Les

anthocyanes :

Les alcaloides :

Les analyses phytochimiques préliminaires des différentes parties étudiées de Ziziphus
spina-christi ont révélé une richesse qualitative et quantitative en métabolites secondaires
présentant un intérét biologique et pharmacologique. Une forte présence de saponosides,
flavonoides, tanins, coumarines ainsi que des alcaloides détectés par les réactifs de Mayer et de

Wagner a été mise en évidence, t¢émoignant de la diversité chimique de l'extrait végétal.

La forte teneur en saponosides refléte le potentiel thérapeutique de cette plante, notamment en
raison de leurs propriétés antimicrobiennes, anti-inflammatoires et immunomodulatrices
(Cheok et al., 2014). Par ailleurs, les flavonoides sont des composés polyvalents largement
documentés pour leurs activités antioxydantes puissantes, ainsi que pour leurs effets anti-

inflammatoires, antiviraux et antibactériens (Panche et al., 2016).




La richesse en tanins suggeére un role important dans les activités astringentes
et antiseptiques, car ces composés sont capables de précipiter les protéines et de perturber
les membranes cellulaires bactériennes (Scalbert, 1991). Quant aux coumarines, leur
présence abondante appuie leur implication dans divers effets biologiques, notamment une
activité anticoagulante, antibactérienne et antioxydante (Venugopala et al.,, 2013). De
méme, la détection d’alcaloides, bien que variable selon les réactifs utilisés, souligne
leur importance pharmacologique, en particulier pour leurs effets analgésiques,

anticancéreux et antimicrobiens (Cushnie ef al, 2014).

En revanche, aucun résultat positif n’a été observé pour les anthocyanes, I’amidon,
les composés réducteurs, les stérols ni les triterpenes. Cette absence pourrait étre lice
a plusieurs facteurs, notamment le type de tissu végétal analysé (feuilles, fruits, etc.), la
nature du solvant d’extraction, ou encore la sensibilité des réactifs utilisés (Harborne,
1998). Neéanmoins, 1’absence de ces groupes chimiques ne diminue pas la valeur
biologique de I’extrait, mais oriente plutdt son potentiel thérapeutique vers des usages

spécifiques.

Ces résultats confirment que Ziziphus spina-christi constitue une source prometteuse
de métabolites bioactifs naturels, soutenant ainsi ses utilisations traditionnelles en médecine
populaire, notamment dans le traitement des infections, des affections cutanées et des
troubles digestifs. Ces données ouvrent également la voie a des recherches approfondies
pour l’isolement et la caractérisation des composés actifs ainsi que I’évaluation de leur

potentiel pharmacologique.

2. Rendement des extraits

L’extraction des principes actifs, a partir de la matiére végétale, suscitent actuellement
beaucoup d’intérét en raison de leurs pouvoirs biologiques. Les rendements massiques de nos

extraits sont représentés dans la figure 18.
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Figure 18 : comparaison entre les rendements en extraits sélectif de Ziziphus spina-christi

L’analyse comparative des rendements en extraits issus des feuilles de Ziziphus
spina-christi a révélé des différences significatives selon le type de solvant utilisé. L’extrait
aqueux a présent¢ le rendement le plus élevé avec un taux d’extraction de 41,5 %,

suivi par I’extrait éthanolique (18,5 %) et enfin I’infusion aqueuse (13,2 %).

Ce résultat peut s’expliquer par la polarité¢ élevée de I’eau, qui permet d’extraire
un large éventail de composés hydrosolubles, notamment les sucres, flavonoides glycosylés,
tanins et autres métabolites secondaires polaires. En revanche, I’éthanol, étant un solvant
a polarité intermédiaire, favorise 1’extraction de composés légerement moins polaires, ce
qui se traduit par un rendement inférieur mais potentiellement plus concentré en principes

actifs (Dai et Mumper, 2010).

Quant a I’infusion, bien que reposant sur une extraction a chaud, elle peut entrainer
la dégradation thermique de certains composés sensibles, ce qui expliquerait son
rendement relativement faible. Par conséquent, le choix du solvant et de la méthode
d’extraction est déterminant pour optimiser a la fois la quantité et la qualité des composés

extraits.




3. Etude de Pactivité antioxydant

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits de plantes a été réalisée a I’aide

de trois techniques chimiques : la réduction du fer (FRAP), le piégeage du radical libre DPPH,

et I’évaluation de la capacité antioxydante totale (CAT).

3.1. Activité de capacité Antioxydant total (CAT) :

Capacité antioxydante totale (CAT) des extraits de Ziziphus spina-christi est exprimé

en mg équivalent acide ascorbique par gramme de matiére séche (mgEAA/g MS),a

partir d’une courbe d’étalonnage établie en utilisant I’acide gallique comme référence

(y =0,0008x + 0,0594, R2 = 0,5772) (Figure 19). Les résultats, qui montrent la

capacit¢ antioxydante de des extraits de Ziziphus spina-christi, et leur mélange, sont

présentés dans le Tableau 05 .
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Figure 19 : Courbes D'étalonnage D'acide Ascorbique pour la détermination de la capacité

antioxydante totale




Tableau 05 :la capacité¢ antioxydante totale CAT des extraits de Ziziphus spina- christi,

seules et en combinaison

Extrait En mg EAA/g MS
Extrait aqueux 1253.25
Extrait éthanolique 3980.75
Infusion 2728.25

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits de Ziziphus spina-christi, exprimée
en milligrammes équivalents d’acide ascorbique par gramme de matiére seche (mg
EAA/g MS), a montré des variations notables en fonction du type d’extrait utilisé.
L’extrait éthanolique a présenté la valeur la plus ¢élevée (3980,75 mg EAA/g MS),
suivi de I'infusion (2728,25 mg EAA/g MS), tandis que D’extrait aqueux a affiché¢ la plus
faible activité antioxydante (1253,25 mg EAA/g MS).

Ces différences peuvent étre attribuées a la polarité des solvants utilisés lors de I’extraction.
En effet, 1’é¢thanol permet I’extraction de composés phénoliques lipophiles tels que les
flavonoides et les triterpénes, reconnus pour leur fort pouvoir antioxydant (Cowan, 1999).
L’infusion, réalisée a chaud, favorise quant a elle I’extraction de composés hydrosolubles

comme les tanins condensés, ce quiexplique sa performance intermédiaire.

Ces résultats confirment la richesse en métabolites secondaires antioxydants de cette

plante, et corroborent les données de la littérature sur son potentiel thérapeutique naturel.
3.2. Le test de piégeage du radical DPPH

Nous avons testé le pouvoir antioxydant par la méthode de piégeage du radical libre DPPH
des trois extraits : aqueux, €thanolique et par infusion. Le test de réduction du radical DPPH est
largement utilisé pour 1'évaluation des activités antioxydantes. Ce radical, de couleur violette,
accepte un électron ou un atome d’hydrogéne pour devenir une molécule stable de couleur
jaune. La diminution de I’absorbance, liée a cette réduction, a été¢ mesurée a 1’aide d’un

spectrophotomeétre a 517 nm.




Les résultats expérimentaux ont permis de tracer les courbes linéaires représentant les

pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations testées (Figure 20).

Ces profils graphiques nous ont permis de déterminer les valeurs de ICso pour chaque

extrait (Tableau 06), en vue de comparer leur efficacité antioxydante respective.

L’analyse de ces profils a permis d’identifier 1’extrait présentant la meilleure capacité de

piégeage des radicaux libres.

Inhibition du radical DPPH par les extraits de Ziziphus spina-christi
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Figure 20: Courbes linéaires de I'inhibition du radical DPPH par les extraits de Ziziphus
spina-christi.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante des extraits aqueux, €éthanoliques et par infusion de
Ziziphus spina-christi par le test DPPH a permis de mettre en évidence une capacité variable de
neutralisation des radicaux libres selon le solvant d’extraction utilisé€. L’extrait aqueux a montré
la plus forte activité antioxydante, avec un pourcentage d’inhibition dépassant 85 % a faible
concentration et une valeur d’ICso estimée a 0.406 mg/ml. Ce résultat suggere une richesse en
composés phénoliques hydrosolubles, tels que les flavonoides et les tanins condensés, qui sont
connus pour leur fort pouvoir antioxydant. L efficacité de cet extrait peut également s’expliquer
par la préservation de molécules actives thermosensibles lors de 1’extraction a température

modérée.




L’extrait éthanolique a présenté une activité intermédiaire (ICso = 0.405 mg/ml), ce qui
indique également une présence importante de métabolites secondaires bioactifs, mais peut-étre
moins polaires que ceux extraits a I’eau. L’éthanol étant un solvant a polarité modérée, il permet
d’extraire aussi bien les flavonoides que certains alcaloides et composés phénoliques aux
structures complexes.

L’extrait obtenu par infusion a, quant a lui, révélé une activité nettement plus faible, avec

une inhibition trés réduite et un comportement irrégulier sur le graphe. Cette diminution peut
étre due a la dégradation thermique des composés actifs sous l'effet de la chaleur prolongée
pendant I’infusion, comme cela a été suggéré dans plusieurs études antérieures.
Ces résultats sont en accord avec plusieurs travaux de la littérature. Par exemple, Al-Reza et
al. (2010) et Abdoul-Latif et al. (2014) ont rapporté une forte activité antioxydante pour les
extraits aqueux de Ziziphus spina-christi, mettant en avant leur richesse en polyphénols. De
méme, une étude menée par El Ghazali et al. (2012) a montré que I’activité antioxydante
diminue significativement aprés exposition a la chaleur, ce qui corrobore la faible performance
de I’infusion dans notre étude.

Ces résultats confirment le potentiel thérapeutique de Ziziphus spina-christi en tant que
source naturelle d’antioxydants. Parmi les extraits testés, |’extrait aqueux apparait comme le
plus prometteur pour une utilisation pharmaceutique ou nutraceutique. Ces données
encouragent une valorisation de cette plante dans la formulation de produits naturels de
prévention du stress oxydatif, a condition de choisir un procédé d’extraction respectueux de

I’intégrité des molécules actives.

Tableau06 : comparatif des valeurs ICso des extraits de Zizyphus spina-christi et d’autre

références
Type d'extrait / Référence ICso (mg/ml) Remarque
Bonne activité
Extrait aqueux (cette ] i
0,406 antioxydante, meilleure que
étude) .
plusieurs études
Activité comparable a
Extrait éthanolique (cette ) .
0,405 l'extrait aqueux, supérieure
étude) )
au témoin
Faible activité, ICso non
Infusion (cette étude) >0,5 )
atteinte




Moins actif que les extraits
Témoin (référence) 0,81 .
de Ziziphus
Abdoul-Latif et al. (2014)
0,55 Activité modérée
— Aqueux
Al-Reza et al. (2010) — 061 Moins efficace que notre
Ethanolique ’ extrait éthanolique
El Ghazali et al. (2012) — 0 Faible activité liée a la
>0,5
Infusion dégradation thermique
Thé vert (Zhang et al. 001 Tres forte activité
2009) ’ antioxydante
Thym (Bouaziz et al. 039 Activité similaire a celle du
2010) ’ Ziziphus
Grenade (Elfalleh ef al. 0.43 Comparable a I’extrait
2011) ’ aqueux du Ziziphus

Les résultats obtenus montrent un forte capacité antioxydante des extraits de Ziziphus
spina-christi, en particulier les extraits aqueux et éthanoliques, qui ont présenté des valeurs ICso
de 0,406 et 0,405 mg/ml respectivement. Ces valeurs sont nettement inférieures a celle du
témoin utilis¢ (0,81 mg/ml), soulignant I’efficacité remarquable de ces extraits dans la
neutralisation du radical libre DPPH.

Comparées aux études antérieures, nos valeurs sont meilleures. L’ extrait aqueux présente
une [Cso plus faible que celle rapportée par Abdoul-Latif et al. (2014) (0,55 mg/ml), tandis que
I’extrait éthanolique est plus actif que celui de Al-Reza et al. (2010) (0,61 mg/ml). Cette
amélioration peut étre attribuée a la qualité de la plante, a la méthode d’extraction ou aux
conditions environnementales.

En revanche, 1’extrait par infusion a montré une faible activité antioxydante, n’atteignant
pas 50 % d’inhibition, ce qui suggere une ICso > 0,5 mg/ml. Ce résultat est cohérent avec celui
rapporté par El Ghazali et al. (2012), qui ont expliqué cette faible activité par la dégradation

thermique des composés phénoliques sensibles.

En comparaison avec d’autres plantes médicinales comme le thé vert (0,21 mg/ml), le thym
(0,39 mg/ml) et la grenade (0,43 mg/ml), le Ziziphus spina-christi se positionne comme une

source prometteuse de composés antioxydants naturels. Bien qu’il ne rivalise pas avec les




antioxydants de référence purs comme 1’acide ascorbique, sa richesse en flavonoides et en
composés phénoliques le rend utile et biologiquement str.

Donc, les extraits de Ziziphus spina-christi, notamment les extraits aqueux et éthanoliques,
démontrent un fort potentiel dans les applications pharmaceutiques et nutritionnelles pour

combattre le stress oxydatif, en valorisant les approches naturelles de la médecine traditionnelle.

3.3. Pouvoir réducteur du fer (Test FRAP : Ferric Reducing

Antioxydant Power)

C’est une analyse de I’activité antioxydante qui est rapide, reproductible et facile a
exécuter. Cette méthode est basée sur la capacité des composés phénoliques a réduire le fer
ferrique Fe** en fer ferreux Fe?*. Cette puissance de réduction constitue I’un des mécanismes
majeurs de I’activité antioxydante.

Dans notre travail, nous avons choisi d’appliquer cette méthode (FRAP) sur les trois
extraits de Ziziphus spina-christi : aqueux, éthanolique et par infusion. Les valeurs obtenues
ont permis de tracer des courbes linéaires pour chaque extrait, illustrant leur pouvoir réducteur
respectif.

Les résultats représentés dans les figures (21) nous ont montré que la capacité de
réduction du fer ferrique est proportionnelle a I’augmentation de la concentration de nos
échantillons.

Ces observations sont cohérentes avec les valeurs de ICso obtenues (Tableau 07), qui

soulignent I’efficacité antioxydante variable selon le type de solvant utilisé.

Tableau 07 : Valeurs de ICso des extraits de Ziziphus spina-christi

Extrait ICso (mg/ml)
Extrait aqueux 1.88
Extrait éthanolique 1.11
Infusion 1.08




Courbes linéaires FRAP pour les extraits de Ziziphus spina-christi
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Figure 21 : Courbes linéaires représentant les résultats du test FRAP pour les extraits de
Ziziphus spina-christi .

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits de Ziziphus spina-christi a I’aide du
test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) a révélé une capacité réductrice notable pour
les trois extraits testés (aqueux, éthanolique et infusion), bien que leurs efficacités varient. Les
valeurs de ICso obtenues sont respectivement de 1.88 mg/ml pour I’extrait aqueux, 1.11 mg/ml
pour I’extrait éthanolique et 1.08 mg/ml pour I’infusion, ce qui indique que I’infusion présente
la meilleure activité antioxydante, suivie de preés par I’extrait éthanolique. Ces résultats
suggerent que l’infusion permet une extraction optimale des composés antioxydants
hydrosolubles comme les flavonoides et les polyphénols, tandis que I’extrait éthanolique révele
la présence de composés phénoliques et semi-polaires bioactifs. En revanche, 1’extrait aqueux
présente une efficacité moindre, probablement en raison de la faible solubilité¢ de certains
composés actifs dans 1’eau a température ambiante. Les courbes linéaires obtenues entre la
concentration des extraits et ’absorbance a 593 nm montrent une corrélation claire dose-
réponse, ce qui confirme la fiabilit¢ des données expérimentales. Par comparaison avec des
études antérieures, telles que celle de El-Bagir et al. (2019) qui rapportent des ICso entre 1.2 et

1.6 mg/ml, ou celle de Al-Farsi ef al. (2021) avec une ICso de 1.5 mg/ml pour un extrait aqueux,




les résultats actuels sont cohérents et témoignent de ’activité antioxydante significative du
Ziziphus spina-christi. Cependant, ces extraits restent moins puissants que le Trolox (ICso =

0.81 mg/ml), un antioxydant de référence pur.

les extraits de Ziziphus spina-christi montrent un potentiel antioxydant prometteur,
particuliérement en infusion, ce qui soutient leur usage traditionnel contre le stress oxydatif.
Ces résultats ouvrent la voie a I’exploitation de cette plante dans les industries pharmaceutiques
et alimentaires, tout en soulignant la nécessité de poursuivre I’analyse phytochimique pour

identifier les composés bioactifs responsables de cette activité




4. Les activités biologiques

4.1. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des extraits de Ziziphus spina-christi a été évaluée par la
méthode de diffusion par les puits ; de différents extraits de la plante (aqueux,
¢thanolique et infusion) ont été testés contre 5 souches pathogénes, comprenant
(Staphylococcus aureus et, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Klebsiella pneumonia et,
Escherichia coli), ainsi que 4 souches fongiques (Candida Albicans, Aspergillus Niger et
Fusarium et Phytophthora infestans). L’ objectif était d’évaluer le potentiel antimicrobien
des extraits de la plante par la présence ou I’absence de zones d’inhibition autour des
disques et la mesure de leur diamétre (en mm). Ces résultats permettent de déterminer
I’efficacité relative de chaque type d’extrait contre les micro-organismes testés, et sont

résumés dans le (tableau 08).

Tableau 08 : diamétre d’inhibition des souches testés vis-a-vis les différents extraits en mm




Activité antimicrobienne

Les extraits de Ziziphus spina christi

Extrait aqueux Extrait éthanolique Infusion
Mg/ml Mg/ml Mg/ml
Bactéries P 1 05 025 0.125 | 0.06 | P 1 0.5 | 025 0.125 | 0.06 P 1 05 | 025 0.125 0.06
Gram -
E coli 28 | 20 15 / / / 17 15 18 13 / 13 10 20 10 18
Klebsiella 14 14 9 8 17 20 19 / / 12 17 10 16 17 9
0
Gram +
Staphylococcus 15 14 12 9 8 / 19 14 15 10 15 17 12 10 9 11 10 9
aureus
Bacillus subtilis / / / / / / 16 15 13 12 10 9 24 | 23 20 17 11 9
Bacillus cereus 25 | 21 18 17 19 13 30 28 26 29 25 25 15 12 10 8 10 20




Candida albicans

15

Aspergillus Niger / / 15 15 20 / / / / /

Fusarium / / / / / / / 22 22 /

Phytophthora 15 16 / 20 12 10 / / /
infestans 2




Les diametres des zones d’inhibition moins de 7 mm ont été enregistrées comme inactifs
entre 7et 10mm ont été enregistrés comme faiblement active, de 10mmet moins de 15 mm, ont
¢été enregistrés comme modérément actif et beaucoup active quand un diameétre d’inhibition de

la croissance a été de plus de 16 mm

(A) (B) ©)

Figure 22 : Les résultats des souches bactériennes E coli testé contre les extraits de ziziphus
spina christi.

(A) (B) ©

Figure 23 : Les résultats des souches bactériennes Klebsiella testé contre les extraits de
Ziziphus spina christi
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Figure 24 : Les résultats des souches bactériennes Staphylococcus aureus teste contre les
extraits de ziziphus spina christi.

(A) (B) (©)

Figure 25: Les résultats des souches bactériennes Bacillus cereus teste contre les extraits de
ziziphus spina christi

(A) ®) ©




Figure 26 : Les résultats des souches bactériennes Bacillus subtilis teste contre les extraits de
ziziphus spina christi

(A) (B) ©)

Figure 27 : Les résultats des souches fongiques candida albicans teste contre les extraits de
ziziphus spina christi

(A) (B) ©

Figure 28 : Les résultats des souches fongiques fusarium teste contre les extraits de
ziziphus spina christi

(A) (B) ©

Figure 29 : Les résultats des souches Phytophthora infestans fongiques teste contre les
extraits de ziziphus spina christi




Figure 30 : Les résultats des souches Aspergillus Niger fongiques teste contre les extraits de
ziziphus spina christi

Les résultats de 1’évaluation de D’activité antimicrobienne des extraits aqueux et
¢thanolique de Ziziphus spina-christi ont révélé une efficacité variable selon le type d’extrait,
sa concentration et la souche microbienne testée. L’extrait éthanolique a montré une activité
antibactérienne plus marquée, notamment contre les bactéries a Gram positif telles que Bacillus
cereus, avec une zone d’inhibition atteignant 30 mm a la concentration la plus élevée, suivie de
Staphylococcus aureus. Cette efficacité peut étre attribuée a la richesse en composés
phénoliques, flavonoides et saponosides, connus pour leurs propriétés antimicrobiennes
(Alzoreky et al ; Nakahara, 2003). En revanche, certaines bactéries a Gram négatif, comme
Klebsiella pneumoniae, ont montré une sensibilit¢é modérée, tandis que E. coli s’est avérée
relativement résistante, probablement en raison de la structure de sa membrane externe riche en

lipopolysaccharides, qui limite la perméabilité aux composés actifs (Nikaido, 2003).

Concernant les champignons, les deux extraits ont présenté une activité antifongique
limitée. Aucune inhibition n’a été observée contre Candida albicans et Fusarium, tandis qu’une
faible sensibilité a été notée chez Aspergillus niger et Phytophthora infestans uniquement a des
concentrations €levées. Cette faible efficacité pourrait s’expliquer par la complexité de la paroi
cellulaire fongique. Une corrélation claire a été observée entre la concentration des extraits et
I’effet antimicrobien, les plus fortes concentrations produisant les plus grandes zones
d’inhibition, ce qui concorde avec les études antérieures mettant en évidence un effet dose-

dépendant des extraits végétaux (Recio ,2005).




Ces résultats mettent en évidence le potentiel de Ziziphus spina-christi comme source de
composés antibactériens, notamment lorsqu’ils sont extraits a 1’aide de 1’éthanol, tandis que son

efficacité antifongique reste limitée et nécessite des investigations supplémentaires.

5. Détermination de la CMI et CMB des extraits de ziziphus spina- christi

L’évaluation des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricide (CMB) des
extraits de ziziphus spina-christi, notamment les extraits aqueux, éthanoliques et 1’infusion, a
permis de déterminer les plus faibles concentrations capables d’inhiber ou d’éliminer totalement
les microorganismes testes. Les résultats obtenus révelent que I’extrait éthanolique présente une
activité antimicrobienne marquée, avec des cmi faibles, notamment contre les bactéries gram
positives comme Bacillus cereus et staphylococcus aureus. Les extraits aqueux et les infusions
ont également montre des effets significatifs mais a des concentrations légerement plus élevées.
Pour certaines souches comme e. Coli ou Klebsiella pneumoniae, la sensibilité est modérée, ce
qui pourrait étre lie a la structure de leur paroi cellulaire plus résistante. D’un point de vue
global, les valeurs de CMB obtenues sont proches des cmi pour certaines souches, suggérant un
effet bactéricide des extraits a de faibles concentrations. Ces résultats confirment 1’intérét
pharmacologique de ziziphus spina-christi comme source naturelle de composes antimicrobiens

et soutiennent son usage traditionnel dans le traitement des infections bactériennes.
5.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Dans le cadre de 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne des extraits de Ziziphus
spina-christi, la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été réalisée
comme indicateur quantitatif permettant d’estimer la plus faible concentration capable d’inhiber
visiblement la croissance des microorganismes. Trois types d’extraits aqueux, éthanolique et
par infusion ont €té testés sur un ensemble de souches bactériennes et fongiques d’importance
clinique, incluant des bactéries a Gram positif et négatif, ainsi que des champignons filamenteux
et levuriformes. Les résultats obtenus sont présentés dans le (tableau 09) ci-dessous, illustrant la
variation de I’activité antimicrobienne selon le type d’extrait utilisé et la souche microbienne

ciblée, ce qui reflete les différences de composition chimique entre les extraits.




Tableau 09; les résultats de la CMI des extraits de Ziziphus spina-christi

bactériennes Extrait aqueux Extrait Infusion
Mg/ml éthanolique Mg/ml Mg/ml
Escherichia coli 1.562 3.125 6.25
Staphylococcus 3.125 3.125 6.25
aureus
Bacillus subtilis 6.25 3.125 12.5
Bacillus cereus 6.25 6.25 6.25
Klebsiella 12.5 6.25 12.5
Souches fongique
Candida albicans 50 6.25 25

Aspergillus Niger 25 0.78 0.012
Fusarium 50 6.25 3.125
Phytophthora infestans 1.562 12.5 3.125

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits de Ziziphus
spina-christi (aqueux, éthanolique et infusion) ont révélé une activité antimicrobienne variable
selon les souches testées. Chez les bactéries, I’extrait éthanolique a montré une forte
efficacité, notamment contre Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis (CMI = 3,125
mg/mL), tandis que Escherichia coli a présenté une sensibilité remarquable a [’extrait
aqueux (1,562 mg/mL). En revanche, Klebsiella s’est montrée plus résistante,

nécessitant des concentrations plus élevées




(12,5 mg/mL). Concernant les champignons, I’infusion s’est distinguée par une forte activité
antifongique, en particulier contre Aspergillus niger (0,012 mg/mL) et Fusarium (3,125
mg/mL), suggérant que certains composés hydrosolubles extraits a chaud possedent un effet

fongicide marqué.

Ces résultats confirment que [Defficacité des extraits dépend a la fois du type de
solvant utilisé et de la nature du microorganisme ciblé, et mettent en évidence le potentiel
thérapeutique de Ziziphus spina-christi comme source naturelle d’agents antimicrobiens

(Cowan, 1999).

5.2. Détermination de la concentration bactéricide minimale

(CMB)

Le test de la concentration bactéricide minimale (CMB) des extraits de Ziziphus spina-
christi a été réalisé afin de déterminer leur effet 1étal sur les souches bactériennes étudiées.
Cette évaluation vise a identifier la plus faible concentration de I'extrait capable d'éliminer
complétement les bactéries, en complément du test de la concentration minimale inhibitrice

(CMI). Les résultats obtenus sont présentés dans les photos ci-dessous.

(A) (B) ©

Figure 31: les Résultats de la CMB des extraits de Ziziphus spina-christi contre la souche
bactérienne Staphylococcus aureus.




(A) (B) (©)

Figure 32: les Résultats de la CMB des extraits de Ziziphus spina-christi contre la souche
bactérienne Bacillus subtilis.

(A) (B) (©)

Figure 33 : les Résultats de la CMB des extraits de Ziziphus spina-christi contre la souche
bactérienne Klebsiella.

(A) (B) (©)

Figure 34 : les Résultats de la CMB des extraits de Ziziphus spina-christi contre la souche
bactérienne Escherichia coli.




(A) (B) ©

Figure35 : les Résultats de la CMB des extraits de Ziziphus spina-christi contre la souche
bactérienne Bacillus cereus.

(A) Extrait aqueux /(B) Extrait éthanolique / (C) Infusion

A partir des résultats de la détermination de la CMB, nous notons que les extraits inhibent
seulement la croissance des bactéries sans les tues. Donc les s extrait sont un role

bactériostatique.




Conclusion

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail met en évidence le potentiel
Pharmacologique prometteur de Ziziphus spina-christi, en particulier les extraits aqueux et
éthanoliques préparés a partir des feuilles récoltées dans la région de Saida (Algérie).

Les analyses phytochimiques ont confirmé la richesse de cette plante en métabolites
Secondaires bioactifs, notamment les flavonoides, tanins, saponines, alcaloides et coumarines,
reconnus pour leurs propriétés antioxydantes et antimicrobiennes.

L’évaluation de I’activité antioxydante a travers les tests DPPH, FRAP et CAT a révélé des
capacités inhibitrices significatives, notamment pour I’extrait éthanolique (ICso = 0,405 mg/ml)
et aqueux (ICso = 0,406 mg/ml), surpassant méme le t¢émoin Trolox (ICso =~ 0,81 mg/ml). Le test
FRAP a également montré une excellente capacité réductrice pour

L’infusion (ICso = 1,08 mg/ml), soulignant I’'importance de la méthode d’extraction dans
L’efficacité des composés actifs. Sur le plan antimicrobien, les extraits ont montré une activité
variable selon la nature du pathogéne et du solvant utilisé. L extrait éthanolique s’est distingué
par son efficacité marquée contre les bactéries Gram positives (Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus), avec des diameétres d’inhibition atteignant jusqu’a 30 mm a la concentration maximale.
Les extraits ont également démontré des effets antifongiques modérés contre Candida albicans
et Fusarium, en particulier via I’infusion.

Ainsi, cette étude soutient I’utilisation traditionnelle de Ziziphus spina-christi et ouvre
des perspectives intéressantes pour sa valorisation dans les industries pharmaceutique,
cosmétique et agroalimentaire. Toutefois, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour
isoler, caractériser et valoriser les principes actifs spécifiques responsables des activités

observées.
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5.2.1. Annexe

Annexe 01 : Epuisement du matériel végétal

L’épuisement est réalis¢ dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérant
contenant 50g de poudre de matériel végétal en présence de 300ml de solvant: éthanol ou
eau. L’ensemble est porté a reflux pendant une heure. Le mélange est filtré et soumis a

différents tests.
Annexe 02 : Préparation de ’infusé aqueux

Une masse de 5g de poudre végétale est mise dans 100ml d’eau bouillante pendant 15

minutes.

Nous avons filtré les extraits sur du papier filtre et rincé avec de ’eau chaude de

maniére a obtenir 100ml (Paris et al., 1969).
Annexe 03: Réactifs et réaction de caractérisation

Les réactifs utilisés lors des tests sont les suivants :

e Réactif de Wagner : Dissoudre 2g de Kl et 1,27g d’I> dans 75 ml d’eau. Ajuster
le volume total a 100ml d’eau.

e Réactif de Mayer : Dissoudre 1,358 g de HgCI2 dans 60ml d’eau et également 5
g de KI dans 10 ml d’eau. Mélanger les deux solutions puis ajuster le volume
total a 100ml d’eau.

e Réactif d’amidon : Dissoudre 1,2 g d’iode dans 50 ml d’eau distillée contenant
2,5g d’iodure de potassium. Chauffer dans un bain marie 5 ml de la solution a

tester avec 10 ml d’une solution de NaCl saturée jusqu’a ébullition.




10 ml d’extrait aqueux

|

Evaporation a sec

!

Solubilisation

Anhydnide acétique/chloroforme :

0.5/0.5 ml +2 ml H,SO4

|

Formation d’un anneau
brunatre- rouge ou
violet a la surface +

coloration verte violette

de la solution

[Trease et Evans, 1987]

Tests phytochimiques

——

5 ml d’extrait agueux,
éthenique ou méthanolique

10ml d’eau disullée
Agitation/ 2 mn

_I ‘__
Iml d extrait

aqueux, éthanohque
ou étherique

10 ml d’eau distille
3 gouttes de FeCl3 1%

Mousse Emulsions Bleu
persistante formées aprés ale
apres 15 addition de e
mn 1"huile d’olive l

Tanins hydrolysables

[Trease et Evans, 1987]

vetditre

) l Coloration l

!

Tanins condenseés

T

Partie d’extrait aqueux

Filtration

Sml d'NH3 dilué

HxS04

¥
Coloration jaune
non permanente

[Harborne, 1973] ;
[Sofowara, 1993]




Coumarines
Y

l

1g poudre + Gouttes
d’eaun

4

Couverture par papier
imbibé de NaOH dilué

Ebullition

-

Examen sous UV

!

[Rizk, 1982]

Fluorescence jaune

Anthocyanes

l

2ml d’extrait aqueux

i

2ml de HC12N

v

L’apparition d’une coloration rose-rouge
qui vire au bleu-violacé [Paris et al.,
1969]

Gouttes de NaOH aqueux (1/10)

Alcaloides

‘

0.2ml d’extrait aqueux,
ethanolique / étherique

!

Meélanger Sml de HCI
aqueux 1 %%

!

Agitation bain
mane/l15 mn

i

Filtration

' g '

iml 1ml

3gouttes de
Réactif de Mayer Reéactif de
Wagner

l

Une

preécipitation ou une turbidité
[Sofowara, 1993]




Partie VI

ANNEXES

|

2ml des extrait aquenx
et ethanolique

}

5ml de mélange de
volume egal de la solution
de Fehling A+B

|

Ebulhition f 2minutes

}

Formation d*un précipité rouge brigue
[Trease et Evans, 1987]

J

Sml dextrant aguewnx

I

CQaelques gouttes du réactif
d”amidon

Virage aun blene violacé
[Bruneton, 1999]




