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Introduction

Introduction
Les bactéries sont des micro-organismes que 1’on trouve a peu prés partout, ils sont parfois

bénéfiques et parfois nocifs, surtout ils occupent une grande partie du corps humain (la flore
bactérienne) (Singleton ; 2004).

IIs sont pathogénes pour I’homme comme (Escherichia Coli, Staphylococcus aureus ....) et
aussi pour le végetale, ces bactéries sont des bactéries opportunistes humains qui devient
pathogenes lorsque des conditions particulieres se trouvent réalisées (sujets immunodéprimés

..) . Etils peuvent douées d’un pouvoir agressif chez 1’hote, entrainant chez celui-Ci une

maladie infectieuse (Boulahbal ; 1986).

Pour combattre ces bactéries nous utilisons des médicaments surtout les antibiotiques ;
mais ces derniers peuvent avoir des effets secondaires indésirables sur la santé. Ce qui
conduit a la recherche de remedes naturels ne représentant pas ces effets.

La médecine traditionnelle ; connue sous le nom phytothérapie (vient du mot grec
« phuton »  plante et « thérapie » : traitement) (Carillon ; 2000), est basée sur 1’utilisation
des plantes médicinales, qui représente une source vegétale riche en métabolites secondaires
bioactives qui ont des intéréts multiples. Parmi ces composés en trouve les polyphénols qui
ont un pouvoir d’activité antimicrobienne.

Parmi ces plantes médicinales, on trouve le Zizyphus lotus ; connu sous le nom de jujubier
sauvage (SEDRA) (Benammar ; 2010), ce dernier est cité dans plusieurs histoires
Iégendaires et évoqués dans le Coran, est considéré par les musulmans comme arbre sacré ou
arbre du paradis (Ghedira ; 2013).
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Introduction

Cet espéce utilisée principalement dans le traitement de certaines maladies comme les
troubles digestives, la faiblesse, les affections du foie, 1’obésité, les troubles urinaires, le
diabéte, les infections cutanées, la fiévre, la diarrhée et 1’insomnie (Souleymane ;2016 |,

Abu-Zarga ;1995 ).

Cet arbuste est répandu dans toute 1’Algérie sauf le Tell Algéro-constantinois (Quezel et
Santa ; 1962), et il occupe plusieurs zones allant du Nord au Sud et de I’Est a I’Ouest. Cette
large répartition est caractérisée par des variations entre population. Puisque le génotype a
une capacité de produire différents phénotypes lorsqu’il est exposé a différentes conditions

environnementales. (Souleymane ; 2016, Abu-Zarga ; 1995).

Objectifs du travail :

Les objectifs de notre étude sont :
e Veérifier le pouvoir réducteur des extraits aqueux des fruits de jujubier sauvage vis-

a-vis deux bactéries Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

e Evaluer I’effet de I’environnement sur le métabolite secondaire pour la plante de

Zizyphus lotus travers 1’étude comparative de 1’activité antibactérienne

Notre travail est constitué de deux parties :

e La lére partie, c’est une synthése bibliographique comportant deux chapitres, le
premier chapitre sur la généralité de bactéries opportunistes pathogénes humaines
et un second chapitre sur le Zizyphus lotus.

e La 2°™partie divisée aussi en deux chapitres, un premier sur les différents
matériels utilisés et méthodologie du travail, et le second représente les résultats

de I’étude et la discussion.

Une conclusion generale est donnée a la fin du présent travail en tirant les principaux
résultats obtenus. Ces derniers pourraient stimuler d’autres travaux de recherche dans le sens

de servir et de valoriser le patrimoine national dans le domaine des plantes médicinales.
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% LE MONDE MICROBIEN

I.1- Place des microorganismes dans le monde vivant
Les microbes ne sont ni des animaux ni des végétaux, ils appartiennent a un troisiéme regne
crée par Haeckel : celui des protistes. Auparavant on rattachait volontiers les protozoaires au
regne animal et les algues, les champignons ainsi que les bactéries au regne végétal.
Les protistes sont des étres généralement unicellulaires et se subdivisent en deux sous-
groupes :
-Les protistes supérieurs ou « eucaryotes »
-Les protistes inférieurs ou « procaryotes »

Ce groupe contient les bactéries et les cyanophycées (algues bleues) (Boulahbal ; 1986).

La place des bactéries dans le monde vivant a beaucoup varié. Elles ont été d’aborde
réunies avec les protozoaires mais 1’absence de structures membranaires internes les a fait
individualiser, ensuite sous le nom de procaryotes, par opposition aux eucaryotes pourvus de
structures membranaires internes. Dans toutes ces définitions, les bactéries étaient
caractérisées, non en elles-mémes, mais par opposition aux autres classes d’organismes

vivants. (Flandrois et al ; 1997).

1.2- Generalite sur les bacteries

Les bactéries sont des organismes minuscules que 1’on trouve a peu prés partout surtout
présent dans les blessures (Singleton ; 2004). Elles sont des organismes unicellulaires
relativement simples dont le matériel génétique, représenté par un seul chromosome
circulaire, n’est pas contenu dans une enveloppe nucléaire, C’est pourquoi ces cellules sont
dites procaryotes (Tortora et al ; 2001) .De diamétre de 0,2 a6 um et de longueurs variables
pouvant atteindre 200 um (Suty; 2010).

La bactérie est une cellule vivante constituée des éléments obligatoires et des éléments
facultatifs( la capsule , organes locomoteurs , les pili ,les plasmides (Boulahbal ; 1986),elle
est entourée d’une enveloppe rigide , la paroi , qui entoure elle-méme une enveloppe plus
mince et plus fragile , la membrane cytoplasmique ou membrane plasmique qui est une
structure existant aussi dans la cellule végétale et dans la cellule animale.la membrane
plasmique est le lieu d’échange incessant entre le milieu extracellulaire et le milieu

intracellulaire (cytoplasme + organismes) (Suty; 2010).
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La morphologie des bactéries unicellulaires est tres variable. On peut distinguer 3 formes.
Les plus courantes sont la forme sphérique, cylindrique dite en batonnet et la forme spiralée
(Larpent et Gourgaud ; 1985).Elle peut former des paires, des chaines, des amas. (Tortora
etal ; 2001).

1.3-Classification et nomenclature bacteriennes

En 1978, Carl Woese proposa un systeme de classification fondé sur 1’organisation
cellulaire des étres vivants. Il regroupa tous les organismes en trois domaines de la fagon

suivante : Bactéries, Archéobactéries, Eucaryotes. (Tortora et al ; 2001).

Les bactéries peuvent se différencier, par exemple, par leur taille ou leur structure, par leurs
activités chimiques, par les éléments nutritifs qui leurs sont nécessaires, par la forme de
I’énergie qu’elles utilisent, par les conditions physiques dans lesquelles elles peuvent croitre,

par leurs réactions a certains colorants. (Singleton; 2004).

» La nomenclature c’est 1’appellation des unités caractérisées et décrites dans la
classification. (Michael et al; 1981)
» Identification c’est I’emploi des criteres utilisés pour la classification et la
nomenclature permet d’établir 1’identité des microorganismes inconnus.
(Michael et al ; 1981)
I.4- Relation h6te micro-organisme

L’homme présente 1’hote de plusieurs milliers d’especes de bactérie. Les bactéries
présentes ne sont pas toutes encore isolées ou identifiées, soit parce qu’elles ne sont pas
pathogenes et difficiles a cultiver, soit parce que leur présence n’est méme pas Soupgonnee.
L’individu vivant qui fait partie d’un écosystéme naturel est ainsi lui-méme un écosysteme

pour les bactéries qu’il héberge (Patrick; 1991).

Les relations entre les bactéries et leur hote ne sont qu’un cas particulier des relations entre
étre vivants (Patrick; 1991), en fonction des diverses relations biologiques qui peuvent
s’établir entre ces bactéries et leur hote, on distingue divers groupes des interactions.

(Boulhabal ; 1986).
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A -Neutralisme ou saprophytisme

Neutralisme est une forme de relation dans laquelle, aucune espéce n’affecte I’autre

(Patrick ; 1991)

La plupart des bactéries ménent dans la nature une vie entierement indépendante  d’un
autre organisme vivant .Elles vivent sur les déchets dont elles assurent la destruction en y
puisant leur énergie et en y effectuant leurs syntheses .Elles sont appelées saprophytes.
(Boulhabal; 1986).

B - Mutualisme ou symbiose

La symbiose est une mode de relation dans lequel bactérie et hdte profitent tous deux leur
association. (Boulhabal; 1986). La bactérie et son hote ne tirent aucun bénéfice de la relation
et c’est sans doute ce qui s’observe dans le cas de bactérie cutanée, ou de I’intestin pour
lesquelles n’ont pas mises en évidence d’interactions positives ou négatives avec 1’homme ;
c’est-a-dire les deux espéces bénéficient de la relation qui est indispensable, (Patrick et al ;
1991).

Le mutualisme est une forme de symbiose qui procure des avantages aux deux :

Organismes associés. Par exemple, le gros intestin contient des bactéries, telles que, E.C qui
synthétisent la vitamine K et certains vitamines du complexe B qui passent dans le sang
circulant, pour les distribues aux cellules qui en ont besoins. En échange, le gros intestin
fournit aux bactéries les nutriments essentiels a leur survie (Tortora et al ; 2001), (Le
mutualisme c’est-a-dire les deux espéces benéficient de la relation qui est indispensable),
(Patrick ; 1991)

C - Commensalisme

Dans ce type de relation il y a d’apparence déséquilibre (en terme de bénéfices) (Patrick ;
1991). C’est - a -dire I'un des organismes tirent avantages de I’association sans nuire au
second ,c’est —a-dire sans provoquer des maladies chez 1I’hote ;il se développe en utilisations
des métabolismes cellulaires de 1’hdte (Tortora ; 2001),Ces microorganismes vivants a la
surface ou dans les cavités naturelles d’un hote, sans nuire a celui-ci.il existe des
commensaux de la peau et des commensaux des muqueuses. (Exemple : staphylocoque
épidermoides de la peau, streptocoques non groupables de la cavité buccale). (Boulhabal ;
1986).




Synthése bibliographique Chapitre | : Les Bactéries pathogénése opportunistes

D - Protocoopération

Protocoopération est une forme de relation, signifiée que les deux espéces Bénéficient de la

relation non indispensable (Patrick ; 1991).
E -Compétition

Compéetition est un type de relation dans laquelle les deux especes sont limitées a cause

d’une dépendance commune a un facteur limitant. (Patrick ; 1991).
F — Prédation et parasitisme

Certaines bactéries en particulier les bactéries d’intérét médical, trouvent des conditions
favorables a leur croissance a la surface ou a I’intérieur d’un autre organisme vivant. Elles

sont appelées bactéries « parasites «. (Boulhabal ; 1986)

La prédation est la relation correspondant essentiellement aux bactéries pathogénes qui se
développent au détriment de 1’hote humain (Patrick; 1991). Ces bactéries pathogenes sont
des bactéries qui douées un pouvoir agressif chez 1’hote, entrainant chez celui-ci une maladie

infectieuse qui peut se traduire par des manifestations cliniques (Boulhabal ; 1986).

Les bactéries peuvent étre occasionnelles  prédatrices, on nomme aussi ces bactéries
« bactéries pathogénes opportunistes » (Patrick; 1991). Ces microorganismes pathogenes
occasionnels ou « opportunistes » peuvent habituellement déterminer une maladie lorsque des
conditions particuliéres se trouvent réalisees (sujets immunodéprimés, antibiothérapie.....). A
titre d’exemple Staphylococcus aureus, Escherichia coli peuvent étre douées d’un pouvoir

agressif chez I’hote, entrainant une maladie infectieuse. (Boulhabal ; 1986).

Ces interactions Homme — bactérie sont complexes mais elles doivent étre replacées dans
un cadre encore plus général :I’homme a aussi domestiqué des bactéries qui deviennent des
outils des biotechnologies ( panification , vinification ,production des enzymes ou des
vitamines ,etc.). (Patrick ; 1991).

1.5- Moyen de lutte contre les bactéries pathogéenes

Quand les defenses naturelles du corps ne peuvent empécher les bactéries , on a souvent
recours a [D’antibiothérapie qui utilise des médicaments antimicrobiens (les antibiotique)
,parfois ces antibiotiques provoque des effets indésirables qu’ ils sont susceptibles d’ entrainer

d’endommagement des différentes organes comme le foie et les reins ,0u la détérioration
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de 1’ouie . A I’égare les bactéries acquiérent une résistance aux mécanismes d’action de ces

antibiotiques, cette résistance est désormais un probléme aigue (Tortora ; 2001) .

Cette situation de crise requiert a la fois des campagnes de sensibilisation intensives
promouvant 1’utilisation saine des antibiotiques et un redoublement des efforts en vue de créer
de nouvelles substances d’origine animale ou végétale (plante médicinale) (Tortora ; 2001)

Ces derniers sont utilisée dans la médecine alternative.

Parmi les plantes medicinales les plus largement utilisées en médecine traditionnelles, le
Zizyphus lotus qui est connu sous le nom de jujubier sauvage ( Benammar ;2010) , cette
plantes contient des composées bioactives naturelles qui ont activités antibactériennes sur

différents bactéries .
1.6- Choix de E. coli et staphylocoque

Les souches microbiennes utilisées dans cette étude c’est Staphylococcus aureus et
Escherichia coli. Ces deux bactéries sont choisis pour leur intérét médicale et

environnementale
- Staphylococcus aureus :

Staphylococcus aureus, espece de staphylocoque a coagulase positive, est fréeqguemment
rencontré chez 1’homme, elle est d’origine humain, animal, environnementale ou non
spécifique. Elle comporte deux sous —espéces : Staphylococcus aureus subsp .aureus et S.

aureus subsp.
Pouvoir pathogéne :
Staphylococcus aureus est une bactérie pathogeéne :
e par virulence ; elle fabrique des protéines de surface et des enzymes dont la coagulase
libre et la thermo nucléase recherchées en routine.

e par toxinogénése ; elle produit diverses toxines , dont des entérotoxines de différents
types antigéniques (A a F),provoquant une intoxication alimentaire ou toxi-infection
alimentaire (Tia) .Des types antigéniques G a M ,d’incidence inconnue ,ont été¢ récemment
décrits . Le type A est le plus souvent rencontré dans les toxi-infections alimentaires

collectives (Tiac) ; il peut étre seul ou associé a d’autres types. (Camille ; 2012).
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Escherichia coli :

Escherichia coli ou colibacille est I’hote normal de D’intestin de ’homme et des
animaux a sang chaud ; c’est un coliforme fécal, germe indicateur de contamination fécale

dans les eaux et les aliments.

Les souches d’Escherichia  coli responsables d’infections chez 1’homme sont
différentes de celles qui constituent ’espéce dominante de la flore intestinale aérobie des
adultes et des enfants. (Camille ; 2012).

0]
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I1 .Le jujubier sauvage (Zizyphus lotus L. Desf.)
I1.1Description botanique du Zizyphus lotus

Le Zizyphus lotus, appartenant a la famille des Rhamnacées, cette famille comprend
environ 135-170 especes de zizyphus, est un arbuste a feuilles caduques qui appartient dans
les régions arides et semi-arides du globe (Souleymane; 2016).11 est connu en Algérie sous le
nom de «SEDRA » (Saadoudi et al; 2017). Cette plante est utilisé en médecine
traductionnelle algérienne pour ses activités antidiabétiques, sédatives, analgésiques, anti-
inflammatoires et hypoglycémiques (Benameur et al ; 2010) |l présente plusieurs intéréts
dans les domaines de la nutrition, de la cosmétique et de la médecine « antispasmodiques »
(Rais et al ; 2017).

Figure01. Feuilles jeunes de Zizyphus lotus L. (photo originale 2018).

I1.2. Caractéristique morphologiques de Zizyphus lotus L. :

Le jujubier (Zizyphus lotus L.) est un arbuste épineux, qui forme des touffes de quelques
meétres de diameétre pouvant atteindre 2 m de haut. Ses feuilles caduques (Benameur et al ;
2010), elles sont petites (15x10mm), courtement pétiolées, glabres, alternées et ovales a
marges entiéres. Chaque feuille porte a sa base deux stipules transformées en épines inégales
et vulnérables (Bsaissi et Bouhache ; 2002) .les fruits sont des drupes de la dimension d’un

pois ou d’une olive (Gast et Chaker ; 2004).D’abord vert puis jaune, il devient rouge foncé

)
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quand ils sont mdrs en octobre. L’endocarpe mucilagineux, appelé "Nbag ', sucré et
comestible. Les fleurs sont jaunes, pentamétres et groupées en inflorescence cymeuse .
(Bsaissi et Bouhache ; 2002). Des arbres totalisant entre 135 et 170 especes généralement
armées d'épines stipulaires inégales (Amara et Benabdeli ; 2017) Ces caractéristiques font de
Zizyphus lotus un arbuste de valeur universelle aux surfaces écologiques arides et semi-aride
(Zouaoui et al ; 2013)

11.3. Classification botanique du Zizyphus lotus
Régne : Végétal.
Embranchement : Spermatophytes.

Sous embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédone.

Ordre : Celastrales.

Famille : Rhamnaceées.

Genre : Zizyphus.

Espéce : Zizyphus lotus L.(Quezel et Santa ;1962).

I1.4. Répartition géographique
I1.4.1 Dans le monde
Zizyphus lotus (L.) est une espéce méditerranéenne avec une faible pénétration dans le
Sahara septentrional : Maroc, Algérie, Tunisie, Libye. Elle réapparait ensuite au Yémen, dans
I’ile de Socotra, au moyen orient : en Palestine, en Syrie, en Turquie, et a chypre. On la

retrouve enfin en Gréce, en Espagne méridionale.




Synthése bibliographique Chapitre 11 : Le jujubier sauvage (Zizyphus lotus L.Desf)

11.4.2 En Algérie

C’est une espéce méditerranéenne et subtropicale trés répandue dans les régions arides
d'Algérie du Sud : Ain Oussera et Messad (Wilaya de Djelfa) a climat aride et Taghit (Wilaya
de Bechar) au climat saharien La plante est trés commune dans toute 1’ Algérie sauf dans
le tell algéro-constantinois (Soussen et al ; 2010). On récolte le fruit en automne (Larousse ;
2001). Les fruits sont cueillis parfaitement murs en septembre et octobre. C’est la période au

cours de laquelle ils se détachent facilement.

" Bord Bou Censtantino
Boumerdés ) Arréridy Skikda
Tizi Quzou

Ghardaia Quargla

Tindouf

Tamanrasset

A Les 09 stations d’étude

Figure 2 : Carte géographique représente les neufs zones d’étude (Google Earthe)
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\ /_/; - — .

Figure 3. Aire de répartition du Zizyphus lotus (L.) Desf. En Algérie (Quezel et Santa ; 1962

I1.5. Composition biochimique du Zizyphus lotus

I1.5.1 .Métabolites primaires :

Les plantes synthétisent de nombreux composés appelés métabolites primaires qui sont
indispensables a leur existence. Ceux-ci englobent des protéines (14,229/100g), des graisses
(29,739 /1009), des glucides (4720 mg/100g) (Souleymane ; 2016). ) Qui représentent les
premiéres molécules nécessaires pour la vie de la plante de jujubier sauvage.

I1.5.2. Métabolites secondaires :

Les propriétés médicinales des plantes sont dues a des produits bioactives. Les plantes
synthétisent une gamme extraordinaire d'autres composés appelés métabolites secondaires
dont la fonction est I’interaction avec biosphére a 1’hdte Dans les fruits, les composés
phénoligques totaux sont les principaux composes, de 297 a 4078,2 mg/100g de matiére séche ;
en outre, les flavonoides et les tanins sont présents en quantités modérées, respectivement de
122 et 33mg/100g (Souleymane ; 2016).

I1.5.2.1. Les polyphénoles :

Les polyphénols constituent une famille de molécules largement présentent dans le regne
végetal (Benameur et al ; 2010. Alain et al ; 2011). IIs sont caractérisés comme 1’indique le
nom, par la présence de plusieurs groupements phénoliques associés en structures plus ou
moins complexes généralement a masse moléculaire élevée. Ces composes sont le produit du

métabolisme secondaire des plantes (Alain et al ; 2011).
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I1.5.2.2. Les flavonoides
Les flavonoides sont des produits largement distribués dans le régne végétal et sont
couramment consommeés quotidiennement sous forme de fruits, légumes et boissons
(Ghedira ; 2005). Ils désignent une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. (Marfak ; 2003).Ces molécules sont considérées comme des
pigments quasiment universels des végetaux ; ils sont responsables de la coloration des fleurs,
des fruits et parfois des feuilles. (Bruneton ; 1999).
Les formes hétérosidiques des flavonoides hydrosolubles s’accumulent dans les Vacuoles, et
selon les especes se concentrent dans I’épiderme des feuilles, ou se Répartissent entre
I’épiderme et le mésophile. Dans le cas des fleurs, ils sont concentrés Dans les cellules

épidermiques (Bruneton ; 1999)

11.5.2.3. Les tanins

Les tanins sont des métabolites secondaires polyphénoliques. Leur structure chimique leur
confére une capacité tres développée de se fixer sur des molécules telles que les alcaloides, la
gélatine, les polysaccharides, et essentiellement les protéines (Zimmer et Cordesse ; 1996).

I1.6. utilisation traditionnelle et thérapeutique du Zizyphus lotus :

Jujubier sauvage se trouve dans la plupart des régions de 1’Algérie ou il est utilisé en
médecine traditionnelle dans les affections inflammatoires, les infections urinaires, les

troubles digestifs, anti-diarrhéique, hypotenseur et anti-ulcere (Bnouhamet al ; 2002)

Cet espéce est utilisée aussi dans le traitement de certaines maladies comme la faiblesse,
les affections du foie, ’obésité, le diabéte (comme hypoglycémiant), les infections cutanées,

la fievre, et 1’insomnie (Souleymane ; 2016).

Les extraits des saponosides et les flavonoides des feuilles possédent des activités anti-

inflammatoire et analgésique (Borgi et al ;2008) .

Tous les parties de I’arbuste : les feuilles, I’écorce et les racines posseédent une importante
activité antiulcérogénique attribuée a la présence des tanins et des flavonoides connus par leur

effets gastroprotecteur (Borgi et al ; 2007).




Chapitre 3

Materiels et methodes



Chapitre 111 Matériel et méthodes

II1.1 Objectifs du travail

Les objectifs de notre étude sont :

= Vérifier le pouvoir réducteur des extraits aqueux des fruits de jujubier sauvage vis-a-

vis deux bactéries Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

= Evaluer I’effet de I’environnement sur le métabolite secondaire pour la plante de

Zizyphus lotus a travers 1’étude comparative de 1’activité antibactérienne

II1.2 Lieu et période d’étude

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de biochimie et microbiologie et
physiologie végétal de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université Ibn

Khaldoun-Tiaret, durant une période de 3 mois allant du 12 février jusqu’a 10 Mai 2018.

Notre travail se divise en quatre parties :
= La premiére partie consiste a préparer des extraits aqueux a partir des pulpes des fruits

de neufs populations de Zizyphus lotus pour étudier leurs pouvoirs antibactériens.

= La deuxiéme partie concerne la préparation de milieu de culture et repiquage des

différentes bactéries.

» La troisiéme partie est la préparation des disques pour test de 1’activité antibactérienne
avec les extraits en utilisant deux concentrations différentes.
= La quatrieme partie est la détermination des dosages de polyphénols, flavonoides et

tanins condensés

£
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I11.3. Matériels et produits chimiques utilisés

Tout le matériel et produits utilisés sont réunis dans le tableau 1.

Tableau 1: Matériel et appareillages utilises

Appareillages Produit Autres

- Vortex «TECHNO - Mueller Hinton - Bec Bunsen
KARTELL>» - NACL - Barreau magnéetique

- Incubateur kcMEMMERT | - Eau distillé stérile - Boites de Pétri

854 SCHWABACH W- - Hypochlorite de sodium - Spatule

GERMANY » (Eaux de javel) - Pissettes

- Autoclave «\WOLF - I’eau physiologie - Portoir de tube a essais
WESKZEUG- - Folin-Ciocalteu - Tubes a essai

VORRICHLUNGSUN
7340 GEISLINGEN»

- Agitateur <IKAMAG»

- Bain marie <MEMMERT»
- Balance magnétique
«KERN 440-45N »

- Four Pasteur cHERAEUS»

-spectrophotometer

- carbonate de sodium
-acide gallique
-méthanol

-sulfate ferreux

-HCL

- Flacons

-Béchers

- Eprouvettes graduée
- Pipette pasteur

- verre de montre
-emborgeons
-micropipette

-Liban fine

-Papier wath man N°1
-Ecouvillons
-cristallisoir

-regle

-mortier

I11.4 Matériel biologique

> Les germes bactériens utilises :

Les germes bactériens utilisés sont
Escherichia coli ATCC25922.

Staphylococcus aureus ATCC33862 et
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II1.5 Matériel végétal

Il est constitué des fruits du Zizyphus lotus ,récoltés des neuf regions en Algérie ( Ain
Defla , Béchar, Chlef , EI-Bayad , Ghardaia ,Laghouat , Msila ,Média et Tiaret) durant le
mois d’octobre 2017.
I11.6 zones études :

Les neufs stations prospectées se trouvent dans des zones différentes et qui sont
localisées dans des étages bioclimatiques différents.

Le tableau 02 résume les coordonnées geographiques des neufs zones d'étude

Tableau 02 : Les coordonnées géographiques des stations d’échantillonnage

Populations Origine Longitude | Latitude Altitude
Ain Defla Djemaa, Ouled Cheikh 2°1’E 36°° N 516
Béchar Mougheul 2°12°0 | 32°I’N 1023m
Chlef Oued Ziad, Sobha ,Boukadir 1°277E | 36°1’N 702m
El-Bayad Bougtob 0°7E 33°59° N 1038 m
Ghardaia Mtlili 3°33’E [ 32°18 N 526m
Laghouat Oued Nogued ,Kheneg 2°59°E | 33°49’N 772m
M’sila Maarif 4° 18’ E 35°22° N 410 m
Meédia Boghar, Ksar El Bokhari 2°42°E  |35°57°N 853m
Tiaret Tida , Oued Lili 1°14°E  |35°40°N 705m
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> Organigramme :
La démarche expérimentale suivie est résumée dans la figure suivante :

Pulpe des fruits de Zizyphus lotus a partir de 09 régions

Identification des fruits

Séchage et broyage

Macération a froid par 1’eau distillée pendant 72 heures

Double Filtration

Détermination de la Teneur en poly Condensation a 40°c
phénols totaux, flavonoides et les
tanins condensés

‘ Extraits aqueux ‘

Activité
antibactérienne

Staphylococcus aureus ‘ Escherichia coli

Figure 4 : Schéma du protocole expérimental

@
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I11.7 étude expérimentale

Les études ont été faites dans des conditions aseptiques, avec un matériel et dans une zone
de travail stérile
I11.8 Préparation des extraits

Les fruits ont été¢ d’abord dénoyautés, ensuite séchées a 80°C pendant 48h.
Apreés séchage, broyage a I’aide d’un mortier pour obtenir une poudre fine servant pour la

préparation des extraits aqueux.

Fruits

Figure 5. Différentes parties du fruit du Zizyphus lotus

I11.8.1 Préparation des extraits aqueux a partir des pulpes

Aprés ’opération de broyage de pulpe pour obtenir des poudres fines. La poudre des fruits
de jujubier sauvage est utilisée pour la préparation des extraits aqueux. La méthode utilisée est
I’extraction aqueuse par méthode de macération décrite par Hosseinzadeh et Younesi (2002).
Nous avons préparé une dose de 25 g de poudre végétale de plante testée, ces derniéres sont
mises en suspension avec 250 ml d’eau distillée dans des flacons hermétiquement fermés et
parfaitement enveloppés par du papier aluminium sous agitation horizontale a froid pour ne
pas dénaturer les composants pendant 72 h pour ne pas dénaturer les composants et bien
solubiliser les macromolécules. Les extraits sont ensuite filtrés a travers des bas fine puis par
papier Wattman N°1, juste aprés une condensation a 40°c pendant plusieurs jours pour

I’évaporation de ’eau distillée.

B
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Figure 6 : Les différentes étapes de la préparation des extrais aqueux (originale 2017)

I11.9 Détermination des propriétés biochimiques

A\. dosage des polyphénoles totaux:

» Principe :

Le dosage est réalisé selon la méthode de folin ciocalteu. Le réactif est formé d’acide
phosphomolybdique H3PMo01204 et d’acide phosphotungstique H3PWO12040. Il se réduit par
I’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungstene WgO23 et de molybdéne MogO:s.
(Ollivier et al., 2004).

» Technique :

Une quantité de 0.5 ml de I’extrait est mélangée avec 2.5 millilitres du réactif folin
ciocalteu dilué 10 fois et 1 millilitres de carbonate de sodium NaNO2 a 20%. L’ensemble est
incubé a la température ambiante pendant 15 minutes. Un standard de calibration a été préparé
en utilisant des solutions de différentes concentrations d’acide gallique et la lecture est

effectuée contre un blanc a 1’aide de spectrophotométre a 760 nm.

5
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Figure 7 : Les différentes étapes de la préparation de polyphénols (originale 2018)

B. dosage des flavonoides :

» Principe :

La quantification des flavonoides a été effectuée selon une méthode adaptée par Zhishen
et al (1999) avec le trichlorure d'aluminium et la soude. Le trichlorure d'aluminium forme un
complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose absorbé
dans la longueur d’onde a 510 nm. Le standard utilisé est la quercitrine.

» Technique :

Pour 1.5ul de chaque extrait on ajoute a une solution d’Alcls (2% dans le méthanol) puis
I’ensemble a été incubé a température ambiante et a I’abri de lumiére, aprés 10min de
réaction 1’absorbance est mesurée a 430 nm. Les concentrations des flavonoides sont déduites
a partir des gammes d’étalonnage établies avec la quercitrine (0-35ug/ml), et sont exprimées
en microgramme d’équivalent de quercitrine par milligramme d’extrait (ug Eq Q/mg).
(Bahorun et al ; 1996)

La formule suivante permet le calcul de la teneur en flavonoides :

T: Teneur en flavonoides,
C : Concentration d“extrait équivalente en quercétine (mg/mL),

V : Volume de [“extrait (mL), m : Masse de la matiere seche (g).

24
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C . dosage des Tanin condensées: pro anthocyanidines
» Principe :

Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de
vanilline sur le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former un complexe chromophore
rouge qui est absorbé a 500nm (Schofield et al ; 2001)

» Technique :

Pour 250ul de chaque extrait on ajoute 2.5ml de la solution de sulfate ferreux (77 mg
de sulfate d’ammonium ferrique Fe2 (S04)3 dissous dans 500ml de (3:2n-butanol : H CI) le
mélange est incubé a 95°c dans un bain marie pendant 50min, et I’absorbance est lue a 530nm.
Les concentrations des tanins condensés sont déduites a partir des gammes d’étalonnage
établies avec la catéchine (0-300ug/ml), et sont exprimées en microgramme d’équivalent

catéchine par milligramme d’extrait (ug E CT/mg (Dohou et al ; 2003).

II1.10 Evaluation in vitro de I’activité antibactérienne des extrais aqueux

de zizyphus lotus L. :
> Milieu de culture utilisé
Le milieu synthétiqgue Mueller-Hinton (Annexe n° 2) a eté utilise pour le repiquage

des bactéries ainsi que pour le test antibactérien.

La gélose Mueller-Hinton est le milieu de différence pour les tests de sensibilité des
germes aux antibiotiques. Elle peut également étre additionnée de sang pour réaliser

I’antibiogramme des germes fragiles.

» Préparation des pré-cultures(Repiquages) :

Les souches ont été préalablement identifiées aux laboratoires puis utilisées comme
souches de références pour des études préliminaires de sensibilité vis-a-vis de différentes
concentrations de pulpe des fruits de zizyphus lotus récolté a partir de neufs régions d’

Algérie.

Les différentes souches bactériennes ont éeté repiquées dans des tubes de gelose de
conservation (en piqure centrale) puis incubées a 37°C. Apres 24h d’incubation, ces tubes

sont conservés a la T° de réfrigération (2°C).

=
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Avant la réalisation des tests antibactériens, un repiquage est effectué sur milieu solide.
Les différents germes (Staphylococcus aureus et Escherichia coli) ont été repiqués par la
méthode des stries, puis incubés a 37 °C pendant 24 heures afin d'obtenir des cultures

jeunes qui vont servir a la préparation de 1I’inoculum.

A partir de cette culture bactérienne fraiche, on préléve quelques colonies que I’on
mélange avec 1’eau physiologique stérile pour la standardisation de la charge de I’inoculum

de départ par la méthode de comparaison de la densité bactérienne a celle d’un tube de

référence (0.5) Mc Farland dont la charge est supposée étre 10° ufc/ml.

Figure 8 : Repiquage des bactéries (originale 2018)

» La mise en culture
Les souches bactériennes utilisées sont : Escherichia coli et Staphulococcus aureus, ces
deux derniers sont des bactéries a Gram négatif et positif respectivement.

La mise en culture des bactéries a été effectué a partir des échantillons standardisées afin
d’assurer la pureté des souches bactériennes (Figure 9). des boites de pétrie stériles
préalablement coulées, sont ensemencées par étalement & l'aide d'un rateau stérile,
I'ensemencement s'effectue de telle sorte a assurer une distribution homogene des

microorganismes L’incubation a été faite dans 1’ étuve a 37°C pendant 24h.

Figure 9 : Repiquage des bactéries (originale 2018)

5
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Figure 10 : Incubation des bactéries (originale 2018)

» Préparation de I’extrait apreés la condensation :
Deux différentes concentrations (0.05g et 0.1g) ont été préparées pour déterminer

I’activité antibactérienne le premier est de 0.05g/ml et le deuxiéme est de 0.1g/ml

Figure 11 : Préparation des extraits aprés la condensation

III.11 Effet des extraits aqueux de zizyphus lotus L sur les germes

pathogénes
» Préparation des disques

-Préparer les disques de papier filtre de 6nm de diamétre (wattman N°1)

-Stériliser les disques a I’autoclave, a 120°C pendant 20min

B
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» Test d’activité antibactérienn

Afin d’évaluer D’activité antimicrobienne des extraits obtenus, nous avons utilisé la
méthode de diffusion en milieu gélosé (Choi et al ; 2006). Le principe de cette méthode est
d’utiliser des disques de papier Whatmann de 6mm de diametre. Les disques ont été
imprégnés dans différentes concentrations des extraits aqueux, dans I’eau distillée (Un disque
imbibé par I’eau distillée stérile a été employé en tant que contréle négative), Puis déposés a
la surface d’un milieu écouvillonné par une suspension microbienne, d’une densité optique de
0,5McFarlend. A la fin de la durée d’incubation (18-24h), les diamétres des zones d’inhibition
ont été mesures (Choi et al, 2006).

Figure 12 : Préparation des solutions bactériennes (originale 2017)

» Lecture des résultats

Il est a rappeler que la lecture s’effectue toujours en comparaison avec une boite
témoin qui ne contient que le milieu de culture et le germe a tester. Cette boite est toujours
ensemencée en méme temps que les autres boites et dans les mémes conditions. La croissance

au niveau des boites témoins est totale et complete aprés incubation de 24h .

» Analyse statistique

La partition de la variance est estimée a l’intérieure et entre chaque population par
I’analyse statistique de la variance (ANOVA). Les deux groupes homogénes de provenance
concernant chaque trait mesuré sont séparés par le test de Tukey. L’analyse statistique a été
réalisé par le logiciel SPSS.16.
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IV.1 La teneur en polyphénol :

Le tableau d’analyse de la variance (tableau 03) réveéle un effet tres hautement significatif
(P<0,001) entre les populations du jujubier sauvage. Cela indique que les extraits sont différents
et que la teneur en polyphénols totaux différe d’un extrait a I’autre.

Tableau 03 : tableau d’analyse de variance de la teneur en polyphénol

Sources de variation |ddl SCE CM F P
Extraits 8 6219404.4 | 777425.54 | 33.422 Q***
Résiduelle 36 837383.13 | 23260.642

Total 44 7056787.5

Le test de comparaison de moyenne de Tukey a montré la présence de deux groupes
homogeénes (a et b) (figure 12). Le groupe homogene (a) regroupe les extraits aqueux des
pulpes des fruits de jujubier sauvage en provenance de Tiaret, EI-Bayad, Ain Defla, Ghardaia
et M’sila. Ces extraits sont caractérisés par des teneurs en polyphénols faibles. Alors que les
extraits aqueux des pulpes des fruits de Z. lotus des populations de Laghouat, Médéa, Chlef et
Bécher et qui ont les teneurs en polyphénols les plus élevés sont classés dans le groupe
homogene (b).

Cette représentation graphigque montre la teneur en polyphénols totaux (mg/ml Eq AG ¢

MS) extraits aqueux des fruits des neufs populations de jujubier sauvage en I’ Algérie.

1600,000 -
1400,000 -
1200,000 -

b
b
b
b
1000,000 -
800,000 -
1 a

600,000 | a a
400,000 -
200,000 -

0,000 -

Ain defla Béchar Chlef El-BayadGhardaiaLaghouat M'Sila Médéa Tiaret
Extraits

Teneur en polyphénols totaux
(mg/ml Eq AG)

Figure 13 : Variation de la teneur en polyphénols totaux entre les différents extraits aqueux

des fruits de jujubier sauvage (Zizyphus lotus)
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La teneur en polyphénol la plus élevée a été enregistrée chez les extraits aqueux des fruit de
la population de Bécher avec 1349,460+ 351,789404 mg/ml Eq AG g MS, suivie par les extraits
aqueux des fruits des populations de Chlef, Médéa et Laghouat avec respectivement
1228,3904£209,714 mg/ml Eq AG g MS, 1213,040+35.566 mg/ml Eq AG g MS et
1094,110453,222 mg/ml Eq AG g MS.

La teneur en polyphénol la plus faible a été enregistrée chez les extraits aqueux des fruits de
la population de Tiaret avec 436,250£97.033 mg/ml Eq AG g MS, suivie des extraits aqueux
des fruits des populations d’El-Bayad et de Ain Defla avec respectivement 439,465+85.434
mg/ml Eq AG g MS et 460,197+116.171 mg/ml Eq AG g MS.

IV.2 Teneur en flavonoides

Le tableau d’analyse de la variance (tableau) ne révele pas de différences significatives
(P>0,05) entre les extraits aqueux des fruits de Z. lotus. Cela signifie qu’il n’existe pas une
variance inter-populationnelle.

Tableau 04: tableau d’analyse de variance de teneur en flavonoides

Sources de variation |ddl SCE CM F P
Extraits 8 881.992 110.249 1411 0,225ns
Résiduelle 36 2812.812 |78.134

Total 44 3694.804

La figure suivante représente la teneur en flavonoides (mg/ml EqQ g MS) des des extraits
aqueux des fruits des neuf populations de jujubier sauvage.

Les teneurs en flavonoides de extraits aqueux des fruits des neuf populations de jujubier
sauvage sont  élevées et presque égales. Elles varient entre (98.260+1.444218 ;
83.9086+9.586527 mg/ml EqQ g MS)
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Figure 14 : Variation de la teneur en flavonoides des extraits aqueux des fruits des
différentes populations de jujubier sauvage (Zizyphus lotus)

IV.3 Teneurs en tanins condensées

Le tableau d’analyse de la variance (tableau) révele un effet trés hautement significatif
(P<0,001) entre les extraits aqueux des fruits des différentes populations de jujubier sauvage.
Cela indique que les extraits sont différents et que la teneur en tanins condensés différe d’un
extrait a I’autre.

Tableau 05 : tableau d’analyse de variance de teneur en tanins condensées

Sources de variation |ddl SCE CM F P
Extraits 8 180545.76 | 22568.219 | 4.832 Q***
Résiduelle 36 168140.53 |4670.57

Total 44 348686.28

Le test de comparaison de moyenne de Tukey a montré la présence de deux groupes
homogeénes et des groupes chevauchants. Le groupe homogéne (a) regroupe les extraits aqueux
des pulpes des fruits de jujubier sauvage en provenance de M’sila. Cet extrait est caractérise
par des teneurs en tanins plus faibles. Le groupe homogene (c) regroupe les extraits aqueux
des pulpes des fruits de jujubier sauvage en provenance de Bécher .Ce extrait est caractérisé

par des teneurs en tanins la plus élevé. Alors que les extraits aqueux des pulpes des fruits de Z.
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lotus des populations de Tiaret, Ghardaia, Médéa, Ain Defla qui sont classés dans le groupe
chevauchant (ab) ; et les extraits aqueux des pulpes des fruits de Z. lotus des populations de El-
Bayad, Chlef qui sont classés dans le groupe chevauchant (abc); et les extraits aqueux des
pulpes des fruits de Z. lotus des populations de Laghouat qui est classé dans le groupe
chevauchant (bc).

L’illustration graphique montre la teneur en tanins condensées (mg/ml Eq AG g MS) des

extraits aqueux des fruits des neuf populations de jujubier sauvage en I’ Algérie.

La teneur en tanins condensées la plus élevée a été enregistrée chez I’extrait aqueux des fruits
de la population de Bécher avec 277,946+60,803 mg/ml Eq AG g MS, suivie des extraits
aqueux des fruits des populations de Laghouat et de Chlef avec respectivement
(223,215+27,888 mg/ml Eq AG g MS) et (157,411+23,013 mg/ml Eq AG g MS).

400,000
350,000
300,000
250,000

200,000

c
bc
abc
ab abc ab ab
150,000 ab
100,000 a
50,000 -
0,000

Ain defla Béchar  Chlef El-Bayad Ghardaia Laghouat M'Sila Médéa  Tiaret

Teneurs en tanins condensées (mg/ml
Eq AG)

Extraits
Figure 15 : Variation de la teneur en tanins condensées entre les différents extraits aqueux
des fruits des populations de jujubier sauvage (Zizyphus lotus).

La teneur en tanins condensées la plus faible a été enregistrée chez 1’extrait aqueux des fruits
de la population de M’Sila avec 55,268+10,572 mg/ml Eq AG g MS) suivie des extraits aqueux
des fruits des populations de Tiaret et de Ghardaia avec respectivement 86,696+23,44 mg/ml
Eq AG g MS et 122,768+ 24,817 mg/ml Eq AG g MS).
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IV.4 Test antibactérien

Notre travail consiste a utiliser des extraits aqueux a partir des pulpes des fruits des neuf
populations de jujubier sauvage en deux concentrations (0,05 mg/ml et 0,1 mg/ml) a I’égard de
deux souches bactériennes. Les photos dans la figure 16 représentent les zones d’inhibition

obtenues apres le traitement par les extraits aqueux.

Figure 16: Zones d’inhibition aprés 18h a 24h (originale 2018)

On peut constater a partir du graphe que les extrait aqueux des fruits des populations de
Béchar, Chlef, Ghardaia, M’sila et Tiaret ont donnés des résultats beaucoup plus éléve pour les
deux concentrations sur les deux bactéries Escherichia coli et Staphylococcus aureus,
contrairement aux extrait aqueux des fruits des populations de Ain Defla, El-Bayad et Médéa
qui ont inhibé le développement de la bactérie Escherichia. coli seulement, pour les deux
concentrations. Par contre, extrait aqueux des fruits des populations de Laghouat semble avoir

un effet inhibiteur pour Staphylococcus aureus.
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Figure 17 : Diamétres en mm des zones d’inhibition (extraits aqueux)

On remarque que la concentration 2 (0,1 mg/ml), des extraits aqueux des fruits de toutes les
populations, présentent des diametres des zones d’inhibition supérieurs par rapport a la
concentration 1 (0,05 mg/ml). La concentration élevée a donné des zones d’inhibition de a
20mm pour I’extrait aqueux des fruits en provenance de M’sila et 17,33 mm pour les extraits
aqueux des fruits en provenance de Béchar et de Ghardaia. L’extrait aqueux des fruits de la
population d’Ain Defla ne semble avoir d’effets sur les deux bactéries pour les deux

concentrations. Les diamétres enregistrés pour cet extrait sont ceux du disque utilisé.

Le tableau d’analyse de la variance (tableau 06) révéle un effet trés hautement significatif
(P<0,001) entre les extraits aqueux et leurs concentrations des fruits des différentes populations
de jujubier sauvage. Ainsi ce tableau expose un effet significatif (P< 0,05) entre les bactéries
de Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Cela indique que les extraits et les concentrations

sont différents et que 1’activité antibactérienne différe d’un extrait a 1’autre.
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Tableau 06 : tableau d’analyse de variance de ’activité antibactérienne

Sources de variation |ddl SCE CM F P
Extraits 8 570.296 71.287 7.381 Q***
Bactéries 1 60.75 60.75 6.29 0,014*
Concentrations 1 240.009 |240.009 |[24.851 Q***
Résiduelle 97 936.824 9.658

Total 107 1807.88

Le test de comparaison de moyenne de Tukey a montré la présence de cinq groupes
homogeénes et quatre groupes chevauchants. Le groupe homogéne (a) regroupe les extraits
aqueux des pulpes des fruits de jujubier sauvage en provenance d’Ain Defla, El-Bayad,
Laghouat, Médéa. Le groupe homogene (c) regroupe les extraits aqueux des pulpes des fruits
de jujubier sauvage en provenance de M’sila .Ce extrait est caractéris€ par une activité
antibactérienne plus élevé. Alors que les extraits aqueux des pulpes des fruits de Z. lotus des
populations de Tiaret qui est classé dans le groupe chevauchant (ab).le groupe chevauchante
(abc) regroupe les extraits aqueux des pulpes des fruits de jujubier sauvage en provenance de

Chlef. Les deux groupes chevauchantes (bc) Ghardaia et Béchar

D’aprés les mémes résultats, il est clairement observé que les extraits aqueux des fruits des
populations d’Ain Defla, El-Bayad, Média et Tiaret présentent des zones d’inhibition
inférieures a 8mm sur la bactérie Staphylococcus aureus. D’aprés Ponce et al. (2003), une zone
d’inhibition de 0 a 8mm indique que la bactérie est non sensible ou résistante ; Alors la souche
bactérienne Staphylococcus aureus est une bactérie résistante pour ces extraits. Par contre, on
observe que I’extrait aqueux des fruits de la population de Laghouat présente une zone
d’inhibition < 8mm sur E. coli, donc la souche bactérienne E. Coli est une bactérie résistante

a cet extrait.
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La sensibilité des bactéries cibles envers les différents extraits aqueux est classée selon les

diamétres des halos d’inhibition déterminés par (Ponce, et al, 2003) :
e De 0a8 mm: bactérie non sensible ou résistante ;
e De 9414 mm: bactérie sensible ou intermédiaire ;
e De 15a 19 mm : bactérie tres sensible ;
e De 20 mm ou + : bactérie extrémement sensible.
Selon cette échelle les bactéries étudiées dans notre travail serons classé comme suite :

— Escherichia coli a1’égard de I’extrait aqueux des fruit de jujubier sauvage des
populations de Ain Defla, Béchar, Chlef, EI Bayadh , Médéa et Tiaret : bactérie sensible

ou intermédiaire (=9 a,14 mm) ;

— Escherichia coli avec a 1’égard de I’extrait aqueux des fruit de jujubier sauvage des

populations de de Ghardaia et M’sila : bactérie trés sensible (@ ~15a19mm).) ;

— Escherichia coli aI’égard de I’extrait aqueux des fruit de jujubier sauvage de la

population de Laghouat: bactérie non sensible ou résistante (& <8mm) ;

— Staphylococcus aureus avec a 1’égard de I’extrait aqueux des fruits de jujubier sauvage
des populations de Ain Defla, EI-Bayadh, Médéa et Tiaret : bactérie non sensible ou

résistante (@ < 8mm) ;

— Staphylococcus aureus avec a 1’égard de I’extrait aqueux des fruits de jujubier sauvage
des populations de Chlef, Ghardaia, Laghouat et M’sila : bactérie sensible ou

intermédiaire (@ =9 a, 14 mm) ;

— Staphylococcus aureus a 1’égard de I’extrait aqueux des fruit de jujubier sauvage de la

population de Béchar : bactérie tres sensible (@ =15 4,19 mm).
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Discussions générale

Les différents parameétres étudiés ont permis de déceler une variabilité au sein des
populations.

Un dosage des polyphénols totaux, des flavonoides ainsi que des tanins condensés a été
effectué afin de caractériser la teneur des extraits aqueux préparés a partir de pulpe des fruits
du Zizyphus lotus.

-Pawliska et al. (2009) a fait une étude sur deux espéces Zizyphus jujuba et Zizyphus spina-
Christi, dont ils ont attribué la différence de teneur en flavonoides entre les fruits, non seulement
a D’espéce, mais aussi aux conditions de croissance, comme le sol, les conditions
environnementales et géographiques durant le développement du fruit, le dégrée de maturation

et la différence généetique.

Selon (Meslem et Toumli ; 2013) Les différences des résultats obtenus des teneurs en
composés phénoliques peuvent étre dues aux solvants utilisés, a la méthode d’extraction, a la
température et au temps d’extraction, aussi a la période de récolte de la plante, ainsi qu’au
climat.

Des études ont montré que les facteurs extrinséques tels que les facteurs géographiques et
climatiques, les facteurs génétiques, également le degré de maturation de la plante et la durée
de stockage ont une forte influence sur le contenu en polyphénols. (Bouzid et al ; 2011)

La quantification des composés phénoliques dépend principalement de leur nature chimique,
le procédé de dosage, le choix des standards et la présence des interférents.

D’aprés macheix et al (2005), les variations quantitatives des composés phénoliques
peuvent étre particulierement marquées au cours de la vie de la plante. Les teneurs en composés
phénoliques, sont quelque fois elevées dans les organes jeunes, et diminuent en suite au cours
de la croissance. A 1’opposé, certains organes montrent de fortes concentrations en phénols au

stade adulte.

L’activité antimicrobienne des extraits végétaux dépend de deux parametres
essentiels. Le premier parameétre est la nature et la composition de I'extrait. Alors que le
second paramétre est le génotype de la souche microbienne. L’effet antimicrobien d'une
substance est d0 a la présence de certaines molécules dotées de ce pouvoir
(BehidjBenyounes et al.,, 2013).
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La différence dans la réponse des microorganismes vis-a-vis du méme extrait peut étre due
a la différence de structure de leurs parois. La paroi cellulaire des bactéries Gram positif est
constituée par une seule couche contenant 35-60% de polysaccharides et seulement 0-2% de
lipides alors que la paroi cellulaire des bactéries Grams négatif a une structure multicouche
lice par une membrane externe contenant 15-20% de polysaccharides et 10-20% de
lipides. Les parois des levures sont composées en majeure partie de polysaccharides. La teneur
en polysaccharides et lipides de la paroi affecte la perméabilité des différents constituants des
extraits et ainsi affecte la reponse de chaque type de microorganisme vis-a-vis de ces extraits
végétaux (Egbobor Eja et al ; 2007).

Il est apparait que le Staphylococcus aureus (gram positive) est la bactérie la plus
susceptible par comparaison avec les autres souches (gram négative) ; ceci peut étre attribué a
la différence de la structure entre les bactéries gram positives et les bactéries gram négatives.
La paroi cellulaire des bactéries gram positives est constituée par une seule couche alors
que la paroi cellulaire des gram négatives a une structure multicouche liée par une membrane
cellulaire externe (Ali-Shtayeh et al ., 1998)

Selon (Djemai ; 2009), il apparait que toutes les souches microbiennes testées sont
inhibées au moins par 1'un des extraits, ce qui confirme le spectre large de L’activité
antimicrobienne de zizyphus lotus.

Les extraits polaires(AQ) du Zizyphus lotus ont montré une activité antimicrobienne

avec toutes les souches microbiennes surtout Staphylococcus aureus.

3



Conclusion



Conclusion

Conclusion

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la
médicine traditionnelle.

L’étude des propriétés biologiques des extraits de neufs populations algériens des fruits du
Zizyphus lotus sur Staphylococcus aureus et Escherichia coli nous a permis d’obtenir des
résultats intéressants.

Dans un premier temps, I’analyse quantitative des extraits aqueux de neufs populations
algériens du jujubier sauvage est représenté par le dosage spectrale des trois substances
bioctives : les polyphénols, les flavonoides et les tanins.

Il existe une variation de la teneur en polyphénols totaux entre les extraits aqueux de pulpe
des fruits de neufs populations étudiées classé en deux groupes (faibles et élevés) ; les
populations qui ont une teneur en polyphénoles faibles sont Tiaret, EI-Bayad, Ain Defla,
Ghardaia et M’sila. , par contre  Laghouat, Médéa, Chlef et Bécher représente les
populations qui ont une teneur en polyphénoles les plus élevés.

Concerne les teneurs en flavonoides des extraits aqueux de pulpe des fruits des neuf
populations de jujubier sauvage sont élevées et presque égaux.

Pour la teneur en tanins ; une variation est enregistré aussi chez les différentes populations

de jujubier sauvage, avec une teneur en tannin maximale chez la population de Bécher.

Et dans la deuxiéme partie, L'évaluation de I'activité antibactérienne des extraits aqueux
de pulpe de fruit de Zizyphus lotus de neufs populations en Algérie(Ain defla , Béchar ,Chlef ,
El-Bayad , Ghardaia , Laghouat , M’sila , Media , Tiaret ) sur deux bactéries (Escherichia
coli et Staphylococcus aureus ) avec deux concentrations différentes (0,05et 0,1 g/ml ) nous a
permis de conclure que les extraits aqueux de population de Béchar ,Chlef , Ghardaia ,
M’sila ont un pouvoir antibactérien élevé sur Escherichia coli et Staphylococcus aureus .
qui confirme la richesse des extrais agueux de ces populations en composes responsable de

’activité antimicrobienne para port aux autre populations.

Une résistance aux extraits aqueux des fruits de jujubier sauvage est remarquée chez
Escherichia coli pour la population de Laghouat et chez Staphylococcus aureus pour la
population d’Ain Defla, El-Bayadh, Médéa et Tiaret.

.



Conclusion

A travers cette étude, on a essayé de mettre la lumiere sur une espece médicinale tres
importante (zizyphus lotus), qui occupe une surface importante en Algérie et qui a d’autres

utilisations trés bénéfiques.

En perspective, du point de vue scientifique les extraits aqueux de jujubier sauvage
constitue une mine d'or prometteuse a intéréts multiples, et un agents thérapeutiques cible

pour la recherche de nouveaux principes actifs naturels.
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Annexe n° 1

Préparation de I’acide gallique :

1g de I’acide gallique avec 100 ml I’eau distillée et faire 1’agitation a 1’aide d’un agitateur
On prenne 10 tubes d’essais dans chaque tube on met 9ml I’eau distillée avec 1ml acide gallique
2éme tube 8ml ED avec 2ml AG et ainsi de suite jusqu'a Oml ED avec 10ml AG(témoin) et
obtenir plusieurs concentration de Img/ml a 10 mg/ml.

On refait le méme protocole de polyphénol c'est-a-dire de chaque dilution on prendre 0.5ml
de AG avec 2.5ml Folin-Ciocalteu diluée 10 fois a incubation quelque minute puis on ajoute
1ml de carbonate de sodium , incubation 15min puis faire la lecture par spectrophotométre a

longueur d’onde 760 nm.

Figure 18: Les différentes étapes de la préparation de 1’acide gallique (originale 2018)

49



Annexes

Annexe n°® 2

Préparation de milieu de culture :

Les milieux de culture ont été autoclavés a 120 °C pendant 15 minutes sous une

pression de 1 bar.
Formule :

Ingrédients en grammes par litre d’eau distillée ou déminéralisée

Peptone 17.50
Extrait de viande 2.00
Amidon 1.5
Agar 17.00

PH final a 25°C : 7.3+ 0.1

Milieu de culture utilisé :

Suivant les méthodes employées et selon les souches bactériennes, nous avons préparé le
milieu de culture (MH) :19g de MH poudre avec 500ml ED sous 1’agitation jusqu’a point
d’ébullition (avec température) et obtenir d’une liquide homogene .ce dernier est placé dans des

flacons et faire stérilisation par 1’autoclave pendant 15min a 120°C.

Figure 19 : Les différentes étapes de la préparation du milieu de culture (originale 2018)

Préparation de I’eau physiologie :

0.9 NACL + 100 ml ED puis faire I’agitation ensuite posé dans chaque tube 9ml EP et faire

stérilisation par 1’autoclave.
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Résumé

Notre étude comporte ’évaluation de 1’activité antibactérienne des extraits aqueux de
pulpe des fruits de Zizyphus lotus provenant de neufs populations en Algérie vis-a-vis deux

souches bactériennes (staphylococcus aureus, Escherichia coli ).

Les résultats obtenus montrent que la population de M’sila présente un effet inhibiteur
plus élevée sur staphylococcus aureus, par contre la population de Bechar a révélé une
activité antibactérienne plus élevée sur Escherichia coli. Cela indique que les extraits aqueux

de ces populations sont riches en composé bioactive.

Mots clé : activité antibactérienne, zizyphus lotus, polyphénols, staphylococcus aureus,

Escherichia coli, extrait aqueux
Abstrac

Our study involves the evaluation of the antibacterial activity of aqueous extracts of fruit of
Zizyphus lotus of nine populations in Algeria against two bacterial strains (staphylococcus

aureus, Escherichia coli).

The results obtained show that the M'sila population has a higher inhibitory effect on
staphylococcus aureus, whereas the Bechar population showed a higher antibacterial activity
on Escherichia coli. This indicates that aqueous extracts from these populations are rich in the

bioactive.

Key words: antibacterial activity, zizyphus lotus, polyphenols, staphylococcus aureus,

Escherichia coli, aqueous extract
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